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RESUMEN

TITULO: ACTIVIDAD INSECTICIDA DE METABOLITOS SECUNDARIOS
DE PLANTAS MEDICINALES CONTRA Aedes aegypti Y
ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION BASADO EN LA
BIOENERGETICA MITOCONDRIAL, INHIBICION DE LA
ACETILCOLINESTERASA Y DANO EN ADN *

AUTOR: MAYRA ALEJANDRA BORRERO LANDAZABAL**

PALABRAS CLAVE: ACTIVIDAD INSECTICIDA, Aedes aegypti, METABOLITOS
SECUNDARIQOS, BIOENERGETICA MITOCONDRIAL,
ACETILCOLINESTERASA.

DESCRIPCION:

El mosquito Aedes aegypti es el principal vector de los virus del Dengue, Zika y Chikungufa. Debido a la
ausencia de un tratamiento especifico o0 una vacuna efectiva, el control de estas enfermedades se centra en
la eliminacién de potenciales criaderos y al uso de insecticidas. Los insecticidas mas usados se han asociado
con resistencia en el vector, por lo que surge la necesidad de descubrir nuevos compuestos insecticidas. En
este estudio, se usaron herramientas bioinformaticas para seleccionar siete compuestos a partir de un grupo
de 33 metabolitos reportados en un estudio previo. Se realizé un andlisis de componentes principales, en
donde se compararon las propiedades fisicoquimicas, bioactividad, similitud con farmacos y riesgo de
toxicidad de los metabolitos evaluados. Posteriormente, se evalud la actividad larvicida de los siete
metabolitos seleccionados, calculando las concentraciones (CLso): 44, 41, 48, 84, 87, 98 y 183 ppm, para
el acetato de geranilo, a-humuleno, B-cariofileno, geraniol, nerol, n-octanol y 1,8-cineol, respectivamente.
Las seis moléculas con CLsp<100 ppm fueron evaluadas en la enzima acetilcolinesterasa y en los complejos
de la cadena respiratoria mitocondrial de Ae. aegypti. Cuatro de estos metabolitos mostraron una inhibicion
marcada en varias dianas. El acetato de geranilo inhibi6 principalmente la actividad de acetilcolinesterasa
en 38%, a-humuleno inhibié los complejos I, 1l y IV de la cadena respiratoria (38, 35 y 30%,
respectivamente), B-cariofileno inhibid los complejos 11y 111 (30 y 36%, respectivamente) y geraniol inhibid
los complejos 1y 1l (27 y 29%, respectivamente). Se prepararon 11 mezclas con estos metabolitos y se
evaluaron sobre Ae. aegypti. Se observd un efecto sinérgico entre los compuestos acetato de geranilo y
gerniol, mientras que los compuestos a-humuleno y B-cariofileno mostraron un efecto antagonico.

* Trabajo de Investigacion

** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Stelia Carolina Méndez Sanchez, Ph.D.
Facultad de Salud. Escuela de Medicina. Departamento de Ciencias Bésicas. Codirector: Jonny Edward Duque
Luna, Ph.D.
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ABSTRACT

TITLE: ACTIVIDAD INSECTICIDA DE METABOLITOS SECUNDARIOS
DE PLANTAS MEDICINALES CONTRA Aedes aegypti Y
ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION BASADO EN LA
BIOENERGETICA MITOCONDRIAL, INHIBICION DE LA
ACETILCOLINESTERASA Y DANO EN ADN *

AUTHOR: MAYRA ALEJANDRA BORRERO LANDAZABAL**

KEYWORDS: ACTIVIDAD INSECTICIDA, Aedes aegypti, METABOLITOS
SECUNDARIOS, BIOENERGETICA MITOCONDRIAL,
ACETILCOLINESTERASA.

DESCRIPTION:

Aedes aegypti is the principal vector of dengue, zika and chikungunya diseases. Due to the absence of a
specific treatment or an effective vaccine, the control of this illnesses focusses on the elimination of the
mosquito. In addition, many colonies have developed resistance to the most common insecticides such as
organophosphorus and pyrethroids. Therefore, there is a need to discover new compounds with insecticidal
activity and many studies point at plants as source of new structures with insecticidal effect. In this study,
we used bioinformatic tools to do a virtual screening and select seven secondary metabolites (of 33 reported
in a previous study), using physical-chemical properties and the prediction of biological activity as selection
criteria. Larvicidal activity on Ae. aegypti of these metabolites was assessed, calculating the lethal
concentrations 50% (LCso): 44, 41, 48, 84, 87, 98 and 183 ppm, for geranyl acetate, a-humulene, B-
caryophyllene, geraniol, nerol, n-octanol and 1,8-cineol, respectively. The six molecules with LCsy<100
ppm were tested on DNA of Ae. aegypti showing no-degradation or fragmentation effect. Additionally,
these compounds were assessed on acetylcholinesterase and complexes of mitochondrial respiratory chain.
Four secondary metabolites showed striking inhibition on several targets. Geranyl acetate inhibited the
acetylcholinesterase activity in 38%, a-humulene inhibited complexes I, 11l and 1V (38, 35 and 30%,
respectively), B-caryophyllene inhibited complexes Il and 11l (30 and 36%, respectively) and geraniol
inhibited complexes | and Il (27 and 29%, respectively). Those compounds were used to make 11 mixtures
that were assessed on Ae. aegypti larvae. The larvicidal activity of geranyl acetate, geraniol, a-humulene
and B-caryophyllene was greater than nerol and n-octanol. A synergic effect was observed between geranyl
acetate and geraniol. In contrast, an antagonistic effect was observed between a-humulene and B-
caryophyllene. These compounds are potential insecticide active ingredients to the vector control.

* Master thesis

** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Stelia Carolina Méndez Sanchez, Ph.D.
Facultad de Salud. Escuela de Medicina. Departamento de Ciencias Basicas. Co-director: Jonny Edward Duque
Luna, Ph.D.
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Introduccion

El mosquito Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) es el principal vector del virus Dengue (DENV),
el cual es causante de una de las enfermedades febriles méas antiguas y comunes en la mayoria de
las regiones tropicales y subtropicales alrededor del mundo. Actualmente, este artropodo es
también transmisor de los virus Chikungunya (CHIKV), Zika (ZIKV) y Mayaro (MAY). Se cree
que los primeros casos reportados de dengue en América se presentaron entre 1600 y 1700, sin
embargo, no fue hasta 1943 que se aislo por primera vez el virus y se dispuso de una prueba
diagnostica de laboratorio (Dick et al., 2012). Entre 1947 y 1972, se desarrolld el primer plan de
erradicacion del mosquito en América, usando DDT como insecticida, teniendo éxito en 21 paises.
A pesar de los esfuerzos por eliminar el vector, no todos los paises del continente estaban
dispuestos a erradicar el Ae. aegypti, y eventualmente se convirtieron en una fuente de
reinfestacion para los paises en donde ya estaba erradicado (Pan American Health Organization,

1997).

Para 1997 todos los paises de América estaban reinfestados lo que incrementd la dispersion
del Ae. aegypti y por lo tanto la circulacion del virus reflejada en un marcado aumento del nimero
de casos de la enfermedad. Hasta el dia de hoy el virus afecta a todas las regiones tropicales y
subtropicales del mundo. En 2016 se reportaron en las Américas 2°249.842 casos de dengue y
dengue severo, de los cuales 947 fueron mortales (World Health Organization, 2016b). Sumado a
esto, el mismo vector adquirio la capacidad de transmitir otros virus como el Chinkungufia, Zika

y Mayaro, los cuales han causado varias alertas epidemiologicas en el continente durante la Gltima
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década, y actualmente junto con el virus del Dengue, siguen conformando uno de los principales
problemas de salud publica alrededor del mundo (Cugola et al., 2016; World Health Organization,

2012; Zayed et al., 2012).

A pesar de que el dengue, por ser una enfermedad tan antigua ha sido ampliamente estudiada,
aun no existe ningun tratamiento especifico y la vacuna tetravalente registrada en varios paises
aun se encuentra en fase clinica (World Health Organization, 2016a). Por lo tanto, el control de la
enfermedad se enfoca principalmente en el control del vector (Benelli, 2015). Los compuestos
sintéticos como los piretroides, carbamatos y organofosforados, son los méas ampliamente
estudiados y usados como insecticidas contra Ae. aegypti. Sin embargo, varios estudios realizados
en la década de 1950 demostraron que los mosquitos desarrollaron cierta resistencia contra estos
compuestos. Debido a esto, surge la necesidad de encontrar nuevos compuestos con actividad

insecticida que reemplacen a los tradicionales.

Por otra parte, muchos compuestos de origen natural como los metabolitos secundarios de
plantas han sido usados contra artropodos; un ejemplo de estos son la azaridactina, piretrina y la
nicotina, cuyas estructuras fueron tomadas como base para el disefio de varios insecticidas que
conocemos actualmente (Colovic, Krstic, Lazarevic-Pasti, Bondzic, & Vasic, 2013; Isman, 2006;
Pathak & Tiwari, 2012). Es por esto, que la comunidad cientifica ha dirigido su atencién hacia las
plantas en bldsqueda de nuevos insecticidas. Diferentes extractos, aceites esenciales y metabolitos
secundarios de plantas, han mostrado tener efecto larvicida sobre Ae. aegypti (Bosire, Deyou,
Kabaru, Kimata, & Yenesew, 2014; Tennyson, Ravindran, & Arivoli, 2012). Ademas, se cree que
mezclas de ciertos metabolitos secundarios (como son los aceites esenciales) pueden presentar no

s6lo una actividad incrementada con respecto a los compuestos individuales, sino que también
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presentan mayor dificultad para generar resistencia en el vector, esto debido a los diferentes targets

que afecta dicha mezcla (Zoubiri & Baaliouamer, 2011).

Con base en lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue estudiar el mecanismo de accion
de una mezcla de metabolitos secundarios de plantas medicinales con actividad insecticida sobre
Ae. aegypti. Lo anterior con el propdsito de encontrar una nueva alternativa insecticida para el
control de este vector. Para lograr este objetivo se usaron herramientas bioinformaticas para
predecir ciertas propiedades fisicoquimicas y posibles actividades bioldgicas de acuerdo con la
estructura quimica de 33 metabolitos reportados por Vera y colaboradores en 2014 (Vera et al.,
2014). Posteriormente, se desarroll6 un analisis estadistico de componentes principales para
determinar el criterio de cribado de los metabolitos. Considerando este anélisis, se seleccionaron
siete moléculas que fueron evaluadas segun su actividad larvicida, actividad inhibitoria sobre la
acetilcolinesterasa, actividad sobre el metabolismo energético mitocondrial y dafio sobre ADN de

larvas de Ae. aegypti.

Finalmente, teniendo en cuenta los diferentes targets que presentaron los metabolitos, se
seleccionaron cuatro moléculas las cuales fueron empleadas para disefiar 11 mezclas que fueron
evaluadas segun su actividad larvicida sobre Ae. egypti. De esta manera, se determino la mezcla

que presentd el mayor efecto insecticida sobre el vector.
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1. Marco de referencia y antecedentes

En este capitulo se presenta el marco teorico y la revision de antecedentes de los temas mas
relevantes considerados durante el desarrollo de esta investigacion. Inicialmente, se hace la
descripcion del mosquito Ae. aegyti como el principal vector de los virus Dengue, Zika y
Chinkungufa, y se discuten los diferentes métodos de control que se emplean actualmente.
Luego nos enfocaremos en el control quimico, en donde se discuten temas como la resistencia
y la busqueda de nuevos compuestos con accién insecticida, ademas se profundizar en el uso
de los metabolitos secundarios de plantas como una alternativa a los compuestos sintéticos ya
conocidos. Finalmente, se discute acerca de los diferentes mecanismos de accion de los
insecticidas haciendo énfasis en los tres mecanismos de accidn estudiados en esta investigacion:

Efecto sobre la acetilcolinesterasa, bioenergética mitocondrial y degradacion del ADN.

1.1 Aedes aegypti como vector de enfermedades

Se cree que la llegada de Ae. aegypti en América se remonta al comercio de esclavos en el
siglo 16 y 17 donde los barcos introdujeron poblaciones de estos mosquitos al caribe.
Actualmente, Ae. aegypti se encuentra presente en la mayoria de paises tropicales y
subtropicales alrededor del mundo y es el principal vector de arbovirus en humanos (Chadee,
Ward, & Novak, 1998).

Los arbovirus (virus transmitidos por artrépodos), constituyen actualmente una de las

mayores amenazas a la salud publica en el mundo. EI Dengue, Chinkungufia y Zika son



ACTIVIDAD INSECTICIDA DE METABOLITOS
SECUNDARIOS 19

arbovirus transmitidos por Ae. aegypti (Aspilcueta-gho, Villafane, Calderén Sanchez, & Calderdn
Yberico, 2017; Lo Presti, Lai, Cella, Zehender, & Ciccozzi, 2014; Zoubiri & Baaliouamer, 2011).
El dengue y el chikungufa se clasifican entre los arbovirus con mayor propagacion (Justin, Georg,
Esen, Gottfried, & Peter, 2016; Weaver & Lecuit, 2015). Por otra parte, en abril de 2016, la
organizacion panamericana de salud confirmo la presencia del virus Zika en 35 paises desde que
se declard la alerta por el alto potencial de propagacion en 2015 en Brasil (Panamerican Health
Organization, 2017).

Debido a su antigliedad (Dick et al., 2012), el dengue ha sido foco de interés para la comunidad
cientifica en general, sin embargo, no existe un tratamiento antiviral especifico para tratar la
enfermedad. Actualmente, hay una vacuna tetravalente registrada en varios paises como
Dengvaxia®, que se encuentra en la tercera fase clinica y su eficacia es del 65.5% para cualquier
serotipo en la poblacion mayor de nueve afios de edad. De esta forma, el manejo clinico se basa
principalmente en la terapia de apoyo y el control de la enfermedad se enfoca en el vector (World
Health Organization, 2012).

A diferencia del dengue, enfermedades como el zika y chikungufia no llevan méas de una década
en estudio debido a que su expansion ha sido relativamente reciente (Mattar et al., 2015;
Rodriguez-Morales, 2015). sin embargo, son numerosos los estudios realizados en torno a la
bdsqueda de un tratamiento o vacuna contra los virus ZIKV y CHIKV. Por ejemplo, en 2016,
Larocca, R. y colaboradores, desarrollaron una vacuna de ADN contra el zika que mostro ser
exitosa en ratones (Larocca et al., 2016). En 2014, un candidato a vacuna contra la chikungurfia fue
probado en primates con buenas expectativas para usarse en humanos (Roy et al., 2014). A pesar

de estos importantes avances, aln no existe un tratamiento especifico ni una vacuna aprobada que
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pueda emplearse como control de estas afecciones (Mattar et al., 2015; Panamerican Health

Organization, 2017).

1.2 Control epidemioldgico y resistencia

Las medidas de control sobre el vector son imprescindibles para lograr reducir la incidencia
de dengue, zika y chikungufia. Las intervenciones preventivas y de control del vector ayudan
a reducir la transmision y previene la aparicion de brotes de estas enfermedades. Debido a esto,
en los paises mas afectados se promueven frecuentemente campafias para la eliminacion de
criaderos potenciales (Kittayapong & McCall, 2006; World Health Organization, 2012).

De este modo, el método de control mas comin consiste precisamente en educar a la
poblacion sobre cdmo eliminar estos criaderos. Ya que, el mosquito costumbra depositar sus
huevos en lugares comunes de las zonas urbanas como tanques de agua, llantas, materas o
cualquier lugar donde se acumule agua (World Health Organization, 2009). Sin embargo, este
método es insuficiente para controlar la poblacion del vector. Por lo tanto, adicionalmente se
usan diferentes insecticidas como son los compuestos organofosforados, piretroides y
carbamatos, los cuales han sido empleados por mas de 50 afios en los paises donde las
enfermedades transmitidas por mosquitos son consideradas endémicas (Casida, 1980; Fukuto,
1990).

A pesar de los programas de las entidades gubernamentales por promover la fumigacion y
la prevencion, recientemente se han presentado brotes de chikungufia y zika en América
(Cugola et al., 2016; Mattar et al., 2015; Zanluca et al., 2015). Ademas, se identificaron casos

de estas enfermedades en al menos 17 paises del continente como Puerto Rico, Perd, Haiti,
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Republica Dominicana, México, Bolivia, Ecuador, Uruguay, entre otros (Fauci & Morens, 2016;
Weaver & Lecuit, 2015).

Varios estudios han mostrado que poblaciones del vector han adquirido resistencia a los
insecticidas comerciales mas usados (piretroides, organofosforados entre otros) (Cavalcanti, Da
Silva, Da Silva, Leal, & Barbosa, 2014; Grisales et al., 2013; World Health Organization, 1992).
Tan so6lo en Colombia, un estudio realizado en 2011 revela el estado de resistencia a insecticidas
del Ae. aegypti en 10 localidades del pais. La investigacion muestra que todas las regiones
evaluadas presentaron 100% de resistencia a los insecticidas DDT, bendiocarb y Temefos
(Ocampo, Salazar-Terreros, Mina, McAllister, & Brogdon, 2011). Otro estudio realizado en 2014
en Cuba, revelo los diferentes mecanismos relacionados con la resistencia a temefos, propoxur y
deltametrina sobre larvas y adultos de Ae. aegypti (Bisset et al., 2014). En el desarrollo de la
resistencia estan implicados mecanismos como el incremento de la detoxificacion metabdlica y la
disminucion de la sensibilidad de las proteinas diana (Avenot & Michailides, 2010; Faucon et al.,
2015). Estos mecanismos son producto de diversas mutaciones en el genoma del mosquito como
resultado de la exposicion prolongada a dosis sub-letales de los insecticidas (Desneux, Decourtye,
& Delpuech, 2007; N. Liu, 2015).

Debido a esto, muchas investigaciones han sugerido la busqueda de nuevos compuestos
insecticidas con diferentes mecanismos de accién o con diferentes dianas (Park, Lee, Shin, Park,
& Ahn, 2002). Actualmente hay un gran numero de trabajos enfocados en el descubrimiento de
nuevos insecticidas que van desde la sintesis de nuevas moléculas, hasta la evaluacion de
compuestos presentes en la naturaleza como lo son los metabolitos secundarios de plantas
(Akamatsu, 2011; Bilal, Sahar, & Din, 2017; Carrefio, Vargas, Duque, & Kouznetsov, 2014; Dias

et al., 2015; Isman, 2006; Lindsay et al., 2017; Sumathi & Gaspar, 2016; Tennyson et al., 2012).
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1.3 Insecticidas botanicos

Las plantas producen una gran variedad de compuestos que no estan relacionados con el
crecimiento, el desarrollo o la reproduccién de las mismas, denominados metabolitos secundarios.
Estas son moléculas orgénicas producidas por el metabolismo secundario de la planta y estan
relacionadas con la defensa contra herbivoros y patégenos (Bennett & Wallsgrove, 1994). Por esta
razén, muchos cientificos vieron las plantas como un recurso valioso que podia ser aprovechado
para el descubrimiento de compuestos insecticidas o de estructuras que podrian servir como
compuestos lideres en el desarrollo de nuevos insecticidas (Zoubiri & Baaliouamer, 2011).

De esta forma, a finales del siglo XIX se aislaron diferentes compuestos insecticidas a partir de
plantas que eran cominmente usadas contra las plagas, como el tabaco, el piretro, y las raices de
algunas plantas leguminosas Derris elliptica (Fabaceae) y algunas especies del género
Lonchocarpus, entre otras (Roark, 1947). De estas plantas se lograron aislar la nicotina, las
piretrinas y la rotenona respectivamente, que mas adelante, en la década de los 40 se convirtieron
en compuestos lideres que inspiraron la sintesis de estructuras similares con el fin de aumentar su
actividad insecticida (Haller, Laforge, & Sullivan, 1942; Seiferle & Frear, 1948). Entre estos
compuestos los mas conocidos son los denominados piretroides, los cuales se derivan de las
piretrinas (Casida, 1980; Elliott & Janes, 1978). La permetrina y la deltametrina son dos de los
piretroides mas usados actualmente como insecticidas y acaricidas (N. Liu, 2015; X. H. Liu et al.,
2017).

Por varias décadas los estudios en el area fueron dirigidos a la sintesis de nuevas estructuras

basadas en los compuestos lideres ya conocidos y se desarrollaron ademas otros compuestos como
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los organofosforados y los carbamatos (Fukuto, 1990; Georghiou, Wirth, Tran, Saume, &
Knudsen, 1987; Schoff, 1967). Sin embargo, como consecuencia del efecto de resistencia en
algunas poblaciones de insectos (Davidson & Zahar, 1973; World Health Organization, 1992), a
finales de la década de los 90 se observé un nuevo auge del estudio de las plantas como fuente de
insecticidas y hoy en dia el nimero de estudios en el tema sigue en aumento (Coats, 1994; Rattan,
2010; Rice & Coats, 1994). Este enfoque es basado en la hipotesis de que nuevas estructuras
producidas por las plantas deben presentar nuevos mecanismos de accion (Arnason et al., 1989).
Actualmente, las investigaciones en el area abarcan estudios de extractos, aceites esenciales,
metabolitos secundarios separados y purificados, y derivados estructurales de estos metabolitos
(Coria et al., 2008; Freitas et al., 2010; Houghton & Howes, 2006; Rattan, 2010; Soni & Prakash,
2012).

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente y en la blsqueda de nuevos compuestos de
origen boténico con actividad insecticida se consider6 como punto de partida de este trabajo un
estudio realizado por Vera y colaboradores publicado en el 2014 (Vera et al., 2014). En este
articulo se report6 la actividad larvicida contra Ae. aegypti de los aceites esenciales de nueve
plantas medicinales: Tagetes lucida (Asteraceae), Lippia alba, Lippia origanoides (Verbenaceae),
Eucalyptus citriodora (Myrtaceae), Cymbopogon citratus, Cymbopogon flexuosus (Poaceae),
Citrus sinensis, Swinglea glutinosa (Rutaceae), y Cananga odorata (Annonaceae). Ademas, se
reporta la composicion quimica de cada aceite esencial y la proporcion de los metabolitos
secundarios en los mismos (Anexo 1). Los resultados mostraron que los aceites esenciales con
mayor actividad fueron: C. flexuosus (CLsp=17.1 mg/L) cuyos componentes mayoritarios son
geranial, neral y acetato de geranilo, y C. sinensis (CLso=20.6 mg/L) donde el limoneno y linalool

son los metabolitos con mayor proporcion (Vera et al., 2014).
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Algunos de estos metabolitos secundarios, han sido evaluados segun su actividad insecticida en
varias especies. El acetato de geranilo que es uno de los metabolitos principales del C. flexuosus,
fue evaluado por Tsao y colaboradores, en 1995, sobre adultos y huevos de Musca domestica
(Diptera: Muscidae) (Tsao, Lee, Rice, Jensen, & Coats, 1995). Se encontrd que inhibia la eclosion
en la concentracion de 833 pg/ml y en adultos se reporto la dosis letal 50 (DLso) de 55 pg/insecto.
En contraste, en 2006, Samarasekera, R. y colaboradores reportan una actividad insecticida sobre
esta misma especie con una dosis notablemente menor (DLso=1,45 pg/insecto) (Samarasekera &
Radhika, 2006). otra parte, la actividad insecticida de este metabolito sobre Ae. aegypti aun no ha
sido reportada.

B-cariofileno, es otro de los metabolitos presentes en C. flexuosus y ademas se encuentra en C.
odorata, L. alba, L. origanoides y S. glutinosa. Este metabolito estd presente en muchos mas
aceites esenciales con actividad insecticida reportada como los aceites extraidos de Eugenia
caryophyllata (Myrtaceae) (24.9%), Lippia sidoides (Verbenaceae) (0.19-8.81%), Melissa
officinalis (10.2%), Mentha spicata (3.08%), Ocimum selloi (2.1%), Origanum onites (Lamiaceae)
(2.54%), Phytolacca dioica (Phytolaccaceae) (2.47%), Piper marginatum (Piperaceae) (6.8
13.1%), Hyptis martiusii (Lamiaceae) (6.5%) y Artemisia lavandulaefolia (Compositae) (15.5%),
entre otros (Zoubiri & Baaliouamer, 2011). El aceite esencial de hojas de H. martiusii fue evaluado
por Araujo y colaboradores en 2003 (Araujo et al., 2003), sobre larvas de Ae. aegypti, reportando
una mortalidad del 100% después de un dia de tratamiento a 250 mg/L. La actividad insecticida
de A. lavandulaefolia sobre adultos de Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) fue
evaluada por Liu Z. y colaboradores en 2010, donde se reporta un CLso de 11.5 mg/L de aire.%! Sin

embargo, aun no se reportan estudios de actividad insecticida del metabolito aislado sobre Ae.

aegypti.


https://es.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae

ACTIVIDAD INSECTICIDA DE METABOLITOS
SECUNDARIOS 25

Un estudio realizado en 2015 por Dias y colaboradores (Dias et al., 2015), reporta la actividad
larvicida sobre Ae. aegypti de aceites esenciales de cuatro plantas amazénicas Eugenia piauhiensis,
Myrcia erythroxylon, Psidium myrsinites (Myrtaceae) y Siparuna camporum (Siparunaceae
Schodde). Los aceites mostraron actividad larvicida, con CLso de 230 a 292mg/L después de 24h,
a excepcion de M. erythroxylon el cual no gener6 mortalidad en las larvas. Los componentes
principales de P. myrsinites son B-cariofileno y a-humuleno. Este Gltimo también esté presente en
varios aceites esenciales con actividad insecticida, como es el caso de los aceites esenciales de L.
origanoides y E. citriodora (Anexo 1)(Vera et al., 2014), y en el aceite de Piper capense
(Piperaceae) aunque en una baja concentracion (0.85%), el cual presenta actividad larvicida contra
An. gambiae (CLso=34.9 mg/L) (Matasyoh, Wathuta, Kariuki, & Chepkorir, 2011). También se
encuentra presente los aceites esenciales de E. caryophyllata (2.8%) y Ocimum canum
(Lamiaceae) (3.5%), los cuales presentan actividad acaricida sobre Psoroptes cuniculi
(Sarcoptiformes: psoroptidae)(mortalidad del 77.8% a una dosis del 10%) y actividad larvicida
sobre Aedes gambiae (CLs0=201+0.9 mg/L) respectivamente (Zoubiri & Baaliouamer, 2011).

Por otro lado, el geraniol es quizas el metabolito mas ampliamente conocido en el comercio
debido a su gran importancia en la industria de las fragancias. Generalmente el denominado
“geraniol” es en realidad una mezcla de dos isdbmeros: nerol (cis) y geraniol (trans). Ademas, es
conocido por sus propiedades insecticidas y repelentes.(Chen & Viljoen, 2010) Este se encuentra
principalmente en aceites esenciales de Monarda fistulosa (Lamiaceae) (>95%) (Simon &
Beliveau, 1986), ninde (66.0%) (Baser, Kurkgtioglu, & Demirci, 2005), rosa (44.4%) (Baydar,
Baydar, & Tucker, 2005), palmarosa (53.5%) (Dubey & Luthra, 2001), y citronela (24.8%)
(Rajeswara Rao, Bhattacharya, Mallavarapu, & Ramesh, 2004). Su actividad repelente ha sido

estudiada sobre ninfas de Rhodnius prolixus (Hemiptera: reduvidea), por Sfara y colaboradores en
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el 2009, en donde se reporta que el metabolito presentd efecto repelente desde 40 pg/cm? (Sfara,
Zerba, & Alzogaray, 2009). Este metabolito también se encuentra en el aceite esencial de
Cymbopogon nardus (Poaceae) en una proporcion del 24.8% y se report6 su actividad insecticida
sobre M. domestica con una dosis DLso de 3.10 pg/insecto (Samarasekera & Radhika, 2006). Un
estudio realizado por Abdelgaleil y colaboradores en 2009, reporta el efecto insecticida (por
contacto directo) del geraniol sobre Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae) (gorgojo del
trigo) con un CLs0=28.76 pg/cm?, sin embargo este no presentd toxicidad en el ensayo de actividad
fumigante (Abdelgaleil, Mohamed, Badawy, El-arami, & A., 2009).

El nerol, también esté presente en diferentes aceites esenciales con actividad insecticida como,
por ejemplo, en el aceite esencial de fruta fresca de Zanthoxylum schinifolium (Rutaceae), en donde
se encuentra en una proporcion del 4.56%. La actividad insecticida de este aceite contra S. zeamais
fue reportada por Wang y colaboradores (2011), con una dosis DLso de 15.93 pg/adulto (Wang et
al., 2011). Ademas, se reporta que la toxicidad es més alta en el aceite esencial de la fruta fresca
(donde se encontro el nerol), que en el extraido de las hojas. También esta presente en el aceite
esencial de Helichrysum italicum (Asteraceae) (5.2%), el cual segin Conti y colaboradores (2010)
(Conti, Canale, Bertoli, Gozzini, & Pistelli, 2010), resulté toxico para larvas de Aedes albopictus
con un CLso de 178.1 mg/L.

Varios estudios demuestran que el 1,8-cineol presenta efecto insecticida sobre diferentes
especies de insectos de granos almacenados. Por ejemplo, Obeng-Ofori y colaboradores (1997)
(Obeng-Ofori, Reichmuth, Bekele, & Hassanali, 1997), probaron el efecto repelente y toxico de
este metabolito sobre Sitophilus granarius, S. zeamais (Coleoptera: curculionidae), Triholium
castaneum (Coleoptera: tenebrionidae) y Prostephanus truncatus (Coleoptera: bostrichidae),

(insectos conocidos como plagas de granos). En este estudio, el 1,8-cineol mostré ser altamente
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toxico en el tratamiento topico, contacto por impregnacion de papel y en granos de trigo y maiz
tratados. Se observo una mortalidad del 100% a una dosis de 10 pg/insecto en todas las formas de
aplicacion. Ademas, se reportd mayor toxicidad por ingestion del grano tratado que por contacto
en papel filtro a una dosis de 0.5 pg/insecto. En otro estudio realizado por Lee y colaboradores
(2004),(Lee, Annis, Tumaalii, & Choi, 2004) se reporta el efecto insecticida contra S. oryzae de
los aceites esenciales de las plantas Eucalyptus nicholii, Eucalyptus codonocarpa, Eucaliptus
blakelyi, Callistemon sieberi, Melaleuca fulgens y Melaleuca armillaris (Myrtaceae). Los
resultados muestran que los aceites esenciales con mayor concentraciéon de 1,8-cineol presentaron
mayor efecto insecticida.

El n-octanol es un compuesto que estd presente en muchos aceites esenciales, sin embargo,
siempre se encuentra en muy bajas proporciones. Debido a esto, la actividad insecticida de los
aceites esenciales en donde este metabolito esta presente no es atribuida a este compuesto (Kumar,
Mishra, Malik, & Satya, 2012; Roy et al., 2014). Sin embargo, este podria jugar un papel
importante en el sinergismo de la mezcla de metabolitos, aunque adn no hay estudios sobre esto.

A pesar de que se ha evaluado la actividad insecticida de muchos aceites esenciales, son pocos
los estudios en donde se evaltian los metabolitos secundarios de forma individual. Ademas, la
mayoria de estudios atribuyen la actividad del aceite al componente mayoritario, sin embargo, son
pocos los estudios de sinergismo de los diferentes componentes. De este modo, es necesario
profundizar en la busqueda de compuestos de origen natural con actividad insecticida como

alternativa a los compuestos comerciales ya existentes.

1.4 Mecanismos de accién
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El mecanismo de accion juega un papel importante en la busqueda de nuevos insecticidas, ya
que este esta estrechamente ligado a la facilidad con la que los insectos generan resistencia hacia
un compuesto especifico. De este modo, varios autores aseguran que es méas probable que los
vectores generen resistencia a compuestos cuyo mecanismo de accion envuelve una sola diana que
a compuestos que afectan a mas de una. En ese sentido, las mezclas de compuestos con diferentes
mecanismos de accion, como son los aceites esenciales, podrian evitar la resistencia y potencializar
su actividad. Sin embargo, es necesario estudiar cada compuesto por separado para elucidar cada

uno de los mecanismos de accion y posteriormente evaluar el efecto sinérgico de sus mezclas.

Los mecanismos de accion de los insecticidas actuales han sido ampliamente estudiados, sin
embargo, existen algunos cuyo mecanismo de accion es aun desconocido. Segun el Comité de
Accion de Resistencia de los Insecticidas IRAC (por sus siglas en inglés Insecticides Resistance
Action Committee), los mecanismos de accion de los diferentes insecticidas comerciales se pueden
clasificar segun los tipos de dianas que afectan en insecticidas que actlan sobre: nervios y
mausculos, el crecimiento y desarrollo, la respiracion mitocondrial, el intestino medio y sobre
dianas desconocidas (Tabla 1). Esta clasificacion esta constantemente en actualizacién, y funciona

como guia para el manejo de la resistencia.

Tabla 1. Clasificacion de los insecticidas segin su mecanismo de accion (Insecticide Resistance

Action Committee (IRAC), 2016).

Tipo de diana Grupo de insecticidas

Nervios y musculos: Inhibidores de la acetilcolinesterasa.

Antagonistas de los canales de cloro GABA.
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Los insecticidas mas frecuentes actuan
en objetivos nerviosos y musculares.
Los insecticidas que actlan sobre estos
objetivos son generalmente de accién

rapida.

29
Moduladores de canales de sodio.
Moduladores competitivos de receptores nicotinicos
acetilcolina.
Moduladores alostéricos de receptores nicotinicos
acetilcolina.
Moduladores alostéricos de canales de cloro asociado a
glutamato.
Moduladores de canales TRPV del 6rgano crodotonal.
Bloqueadores de canales de los receptores nicotinicos
acetilcolinesterasa.
Agonistas de receptor octopaminérgico.
Bloqueadores de canales de sodio dependientes de
voltaje.
Moduladores de receptor de rianodina.
Moduladores de érgano crodotonal con sitio de unién

no especifico.

Crecimiento y desarrollo:

El desarrollo de los insectos esta
controlado por el equilibrio de dos
hormonas principales: la hormona
juvenil y la ecdisona. Los reguladores
del

crecimiento de insectos actdan

imitando una de estas hormonas, 0

Inhibidores de la biosintesis de la quitina, Tipo 0.
Inhibidores de la biosintesis, Tipo 1.
Mimetizadores de la hormona juvenil.
Inhibidores de crecimiento.

Disruptores moduladores.

Agonistas receptores de ecisona.

Inhibidores de la acetilcarboxilasa.
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perturban directamente la formacion,
deposicion o la biosintesis de la
cuticula. Los insecticidas que actdan

sobre objetivos individuales en este

sistema son generalmente lentos.

30

Respiracion mitocondrial

Varios insecticidas son conocidos por
interferir ~ con la respiracion
mitocondrial mediante la inhibicion del
transporte de electrones o0 la

fosforilacion oxidativa. Los
insecticidas que actian sobre objetivos
individuales en este sistema son

generalmente rapidos para actuar.

Inhibidores de la ATP sintasa.

Desacopladores de la fosforilacion oxidativa via
disrupcion del gradiente de protones.

Inhibidores del complejo 111 del transporte de electrones
mitocondrial.

Inhibidores del complejo | del transporte de electrones
mitocondrial.

Inhibidores del complejo IV del transporte de electrones
mitocondrial.

Inhibidores del complejo Il del transporte de electrones

mitocondrial.

Intestino medio:

Toxinas microbianas que afectan

alepiddpteros especificos.

Disruptores microbianos de las membranas del intestino

medio de insectos.

Dianas desconocidas 0 no
especificas:
Varios insecticidas afectan dianas,

sitios o funciones menos bien descritas,

Inhibidores variados no especificos (multi-sitio).
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0 actian de forma no especifica en

multiples objetivos.

En esta investigacion se evaluaron metabolitos secundarios de plantas medicinales sobre los
siguientes mecanismos de accion: el efecto de sobre la acetilcolinesterasa, la bioenergética
mitocondrial y la capacidad de fragmentacion del ADN. A continuacion, se explica la funcion e

importancia de cada uno de ellos:

1.4.1 Acetilcolinesterasa. La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima presente en insectos
y mamiferos que juega un rol importante en la sinapsis entre células nerviosas y musculares. Esta
enzima es la encargada de hidrolizar el neurotransmisor acetilcolina en acetato y colina (Figura 1).
Esta reaccion detiene la sefial efectivamente, permitiendo que las partes puedan ser recicladas y
reconstruidas formando nuevamente moléculas de acetilcolina que pueden ser usados en la
siguiente sefal. La inhibicién de la AChE causa acumulacion de la acetilcolina, lo que conlleva a
la hiperestimulacion de los receptores nicotinicos y muscarinicos, interrumpiendo la
neurotransmision y generando ataxia, es decir, pérdida total de la coordinacion en el sistema

neuromuscular y eventual muerte (Figura 2) (Fukuto, 1990; Lopez & Pascual-Villalobos, 2010).

Esta enzima tiene una actividad catalitica de alta especificidad, cada molécula de AChE degrada
alrededor de 25000 moléculas de acetilcolina por segundo. La enzima tiene una forma elipsoidal
con dimensiones de 45 A x 60 A x 65 A. El monémero de la enzima es una proteina o/p que

contiene 12 hojas 3 rodeadas por 14 o hélices. Lo mas llamativo de su estructura es una profunda
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y angosta garganta que lleva al sitio activo. Esta garganta tiene aproximadamente 20 A de longitud
y esta rodeada por los anillos de 14 residuos aromaticos (Dvir, Silman, Harel, Rosenberry, &
Sussman, 2010). El sitio activo de la enzima esta localizado a 4 A del fondo de la garganta y
contiene dos sub-sitios: el anionico y el estérico que corresponden al sitio de union de la colina 'y
a la maquinaria catalitica respectivamente. El sitio anionico, no cargado y lipofilico, enlaza la
amina cuaternaria positiva de la colina, mientras que el sub-sitio estérico, donde sucede la
hidrolisis, contiene una triada catalitica de aminoécidos: serina 200, histidina 440 y glutamato 327
(Colovicetal., 2013) (Figura 3). La hidrdlisis que se lleva a cabo en esta triada induce la formacion
de la enzima acetilada y la colina libre. Luego la enzima acetilada se somete a un ataque
nucleofilico por una molécula de agua, y es asistida por la histidina 440, liberando el 4cido acético

y regenerando la enzima (Figura 4).

(@)
)k ,L/ AChE o L
o e~ T > g * HoT e
Acetilcolina Acetato Colina

Figura 1. Hidrolisis de la acetilcolina
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Figura 2. Mecanismo de accién de AChE en la neurotransmision.
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Figura 3. Garganta de AChE y triada catalitica Imagen adaptada de (Silman & Sussman, 2008).
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Figura 4. Mecanismo de hidrolisis de la acetilcolina catalizada por AChE. Imagen adaptada de

(Colovic et al., 2013).

Ademas de estos dos sub-sitios, la enzima tiene uno o0 mas sitios anionicos periféricos diferentes

al sitio de enlace de la colina del sitio activo. Estos pueden enlazar otros ligandos cuaternarios,
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que actuan como inhibidores no competitivos que se enlazan en un sitio completamente diferente

al que ocupan los inhibidores competitivos.

Tabla 2. Algunos inhibidores de AChE.

Estructura Nombre Comentarios
Isopropil Arma quimica, muy toxico,
0\ O metilfosfonofluoridato (sarin) | agente nervioso.
4
/P\
Me
Mo Pinacolil Arma quimica, muy toxico,
|
E_O\P//O metilfosfonofluoridato agente nervioso.
VRN
F Me
(soman)
0o Fisostigmina Sal de salicilato usada en el
0
NHMe tratamiento del glaucoma.
N
;N
Me Me
|S| (|3H2002Et Malation Insecticida  usado  contra
MeO—p_ _CHCO,Et
MeQ™ 3 Mosquitos, moscas y piojos.
(”) Carbaril Componente principal del
O—C—NHMe o o
plaguicida  comercializado

como Sevin®.

Como se menciond anteriormente, la inhibicion de esta enzima genera la acumulacién de la

acetilcolina en el espacio postsindptico causando hiperestimulacion. Existen dos tipos de
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inhibidores: reversibles e irreversibles. Los inhibidores reversibles, generalmente tienen
aplicaciones médicas (tratamientos para Alzheimer), mientras que los irreversibles son asociados

a efectos toxicos (insecticidas) (Tabla 2).

A continuacion, se describen dos de los insecticidas mas conocidos como inhibidores de la

acetilcolinesterasa, los compuestos organofosforados y carbamatos.

1.4.1.1 Insecticidas organofosforados. La mayoria de estos compuestos son cominmente
usados como insecticidas para controlar una gran variedad de insectos en agricultura y el hogar
(Figura 5). La inhibiciéon de AChE por estos compuestos se lleva a cabo en la parte hidroxil serina
del sitio activo de la enzima de una forma anéloga a la acetilacion de la AChE (Fukuto, 1990). A
diferencia de la enzima acetilada la cual genera la colina libre y la enzima regenerada, la enzima
fosforilada es altamente estable y en algunos casos queda inhibida irreversiblemente. El grupo
hidroxil de la serina es bloqueado por la parte fosforil y queda impedida para participar en la

hidrolisis de la acetilcolina (Guizzetti, Pathak, Giordano, & Costa, 2005).
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1.4.1.2 Carbamatos: Los carbamatos son compuestos orgdnicos que se derivan del acido
carbadmico (Figura 6). Debido a que su inhibicion sobre la AChE es reversible, estos compuestos
han sido usados como terapia para el glaucoma ademas de ser usados como insecticidas. Su
mecanismo de accion es muy similar al de los compuestos organofosforados, los cuales forman un
complejo con la enzima que genera su inhibicidn. Sin embargo, en este caso la enzima inhibida se
regenera espontdneamente formando metilamina y dioxido de carbono (Colovic et al., 2013;

Fukuto, 1990).

(0] O.
Ssprd PG Oy O~
[
(@]
T A O\ S
O~ Iﬁ’/
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Figura 5. Insecticidas organofosforados. Imagen adaptada de (Houghton & Howes, 2006).
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Figura 6. Carbamatos insecticidas. Imagen adaptada de (Fukuto, 1990).

1.4.2 Bioenergética mitocondrial. Se denomina bioenergética mitocondrial al mecanismo
que se lleva a cabo dentro de la mitocondria, el cual envuelve las diferentes reacciones que
conllevan a la sintesis de ATP partiendo de los sustratos generados en las diferentes vias
metabolicas. La mitocondria es una organela con un papel muy importante en el metabolismo
celular, ya que no sélo mantiene los niveles de ATP en la célula, sino que ademas regula los
niveles de mensajeros secundarios como el Ca*? y las especies reactivas de oxigeno (ERO)
(Zorov, Juhaszova, & Sollott, 2006). En la mitocondria también se llevan a cabo los procesos
de induccion de muerte celular los cuales estan relacionados con la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial (Sims & Muyderman, 2010).

Para entender el funcionamiento de este mecanismo es necesario conocer la estructura y la
funcion de la mitocondria, a continuacion, se describen cada uno de los complejos que hacen

parte de esta maquinaria.
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1.4.2.1 La mitocondria. La mitocondria puede medir de 0.5 a 1um de diametro y hasta 7um de
longitud. Su forma puede variar entre esferas, varillas u organismos filamentosos, pero la
estructura general es la misma (Figura 5). EI nimero de mitocondrias por célula varia dependiendo
de los requisitos de energia: los tejidos con alta capacidad para realizar funciones metabdlicas
aerdbicas tales como el musculo esquelético tendrdn un mayor nimero de mitocondrias (Youle &
Van der Bliek, 2012).

Esta organela tiene dos membranas, una externa y otra interna, cada una formada por una bicapa
lipidica.(Krauss, 2001) La membrana interna encierra el espacio de la matriz mitocondrial la cual
contiene los sistemas de enzimas centrales del metabolismo intermediario de energia, incluyendo
el ciclo del &cido tricarboxilico (CAT) y el sistema de B-oxidacion de &cidos grasos. En la matriz
se producen las reacciones terminales de descomposicion y oxidacion de las moléculas
combustible a diéxido de carbono, con la produccién simultanea de equivalentes reductores para
la cadena de transferencia de electrones. Una serie de complejos enziméticos en la membrana
interna mitocondrial (MIM), reducen el oxigeno a agua y convierten la energia de combustién en
ATP, el cual tiene una gran carga de energia libre, capaz de conducir las reacciones endergonicas
en redes de reacciones acopladas (Passarella, Atlante, Valenti, & de Bari, 2003). EI mecanismo
para la conversion de la energia de combustion, se basa en el bombeo de protones impulsados
desde la matriz hacia el espacio intermembrana, formando un potencial electroquimico
transmembrana a través de la membrana interna mitocondrial (Ernster & Schatz, 1981). El
potencial es transformado en energia “quimica” de ATP por medio de la ATP sintasa FiFo, un
motor nanoquimico, el cual, por medio de movimiento rotatorio provocado por el reflujo de
protones, produce cambios de conformacion en la proteina capaz de energizar la sintesis de ATP

a partir de fosfato de dinucledtido de adenosina (ADP) y fosfato inorgénico (Pi) (Krauss, 2001).
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1.4.2.2 Cadena respiratoria mitocondrial. La cadena respiratoria mitocondrial se define
como el grupo de complejos enziméticos involucrados en la transferencia de electrones al
oxigeno por medio de bombas de protones redox-impulsadas y la utilizacién de los gradientes
eléctrico y de protones en la sintesis de ATP. Los componentes son denominados complejos |,
I, 11, IV y V (Figura 7). Las enzimas que suministran electrones a la cadena respiratoria son
las enzimas ubiquinona-reductoras, que contienen flavin adenin dinucleétido (FAD), como la
succinato-ubiquinona oxidorreductasa (Complejo 1), la flavoproteina de transferencia de
electrones  (ETF)-ubiquinona  oxidorreductasa y la  glicerol-3-fosfato-ubiquinona
oxidorreductasa. Sin embargo, estas enzimas no son capaces de bombear protones, a diferencia
de la enzima NADH-ubiquinona oxidoreductasa o complejo I, la cual también suministra
electrones a la cadena respiratoria y a su vez bombea cuatro protones por cada par de electrones
captados. Los complejos 111 y IV también funcionan como bombas de protones, esta funcion de
las enzimas redox genera un gradiente de protones (ApH) y un potencial de membrana (Ay) a
través de la membrana interna. Juntos, los gradientes de potencial de protones y de membrana
representan una diferencia de potencial electroquimico de protones (Afiy+) es decir, una carga
de energia libre (kJ/mol) que conduce a la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi por la F1Fo-

ATPsintasa (Hassinen, 2014).
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Espacio
Intermembrana

Figura 7. Cadena respiratoria mitocondrial. (Imagen adaptada de Nelson, D. & Cox, M. 2008).

1.4.2.3 Complejo 1. ElI complejo I (NADH-ubiquinona oxidoreductasa) es una de las mas
grandes enzimas con multiples subunidades en la membrana interna de la mitocondria. En
mamiferos, la enzima es un heteromero de 44 subunidades diferentes con una masa molecular de
980kDa.(Balsa et al., 2012) Se caracteriza por su forma en L, con un brazo hidrofilico dirigido
hacia la matriz (lado N) y un brazo hidrofébico embebido en la MIM. La enzima contiene una
molécula de flavin mononucleétido (FMN), o riboflavina-5’-fosfato, unida no covalentemente en
el sitio activo de unién del NADH en el dominio hidrofilico y presenta un sitio de union para la
ubiquinona en el dominio hidrofébico. EI NADH dona equivalentes reductores a FMN y desde alli
los electrones son transportados a través de una secuencia de nueve centros de hierro-azufre hasta

el sitio de reduccién de la ubiquinona Q (formandose ubiquinol QH2). El complejo | funciona
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como una bomba de protones redox-impulsada desde la matriz mitocondrial hacia el espacio
intermembrana (lado P) y la estequiometria aceptada es 4H*/2e". El sistema de bombeo de

se muestra en la Figura 8.

NADH  NAD*
T

Matriz
mitocondrial

Espacio
intermembrana
Figura 8. Sistema de bombeo de protones de NADH ubiquinona oxidoreductasa. Imagen adaptada

de (Efremov, Baradaran, & Sazanov, 2016).

El NADH dona un par de electrones via FMN (magenta) hacia los centros de hierro-asufre
(rojo-amarillo), los cuales son transportados hacia la ubiquinona (Q, azul oscuro) via terminal N2.
La transferencia de electrones estd acoplada a los cambios conformacionales en el dominio
hidrofilico, observados en el grupo de cuatro hélices Ngo4 (cilindros verdes) y en la hélice Nqo6
H1 (rojo). Estos cambios son transmitidos a la hélice amfipatica HL (magenta), la cual inclina tes
hélices discontinuas (rojo), cambiando la configuracion del residuo ionizable dentro de los canales
de protones, resultando en la transferencia de tres protones. El cuarto proton es transferido en la

interfase de los dos dominios principales (Efremov et al., 2016).
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1.4.2.4 Complejo I1. A pesar de que la succinato-ubiquinona oxidoreductasa (Complejo 1, o
succinato deshidrogenasa- SDH) no tiene la capacidad de conservar la energia redox como un
potencial electroquimico, ésta es una enzima clave del ciclo del &cido tricarboxilico y ha sido
considerada como un complejo de la cadena respiratoria ya que es una enzima intrinseca a la
membrana interna mitocondrial.(Ishaaya, Nauen, & Horowitz, 2007b) La succinato-ubiquinona
oxidorreductasa transmite los equivalentes de reduccién directamente al ciclo
ubiquinona/ubiquinol (Davis & Hatefi, 1971).

La estructura de la succinato-ubiquinona oxidorreductasa de mamiferos y aves ha sido
determinada por medio de cristalografia de rayos X. En la Figura 9 se observa la estructura

cristalina del complejo Il aislado de corazén porcino (F. Sun et al., 2005).

824l [\ 74

45A

Espacio
intermembrana 45A

Figura 9. succinato-ubigunona oxidoreductasa (Complejo Il1). Imagen adaptada de (F. Sun et al.,

2005).
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La enzima es un heterémero de cuatro proteinas: una proteina de unién de FAD (Fp, azul), una
proteina hierro-azufre (Ip, crema), y dos proteinas de anclaje de membrana (CybL y CybS, fucsia
y naranja). El complejo tiene una asimetria con forma de g, con un dominio hidrofilico globular
en el lado N y un dominio de membrana.(Cecchini & Schro, 2002) La regidn transmembrana se
encuentra en gris. Al lado derecho de la imagen se encuentra los grupos prostéticos que constituyen
el camino de transferencia de electrones (FAD, [2Fe-2S], [4Fe-4S], [3Fe-4S] y el grupo hemo b se
muestra junto con la ubiquinona UQ junto con las distancias y los puntos medios de potenciales

redox. El flujo de electrones se indica con flechas.

1.4.2.5 Complejo I11. El complejo 111 (ubiquinona- citocromo c-oxidoreductasa, o0 complejo
citocromo bc1) es un complejo enzimatico heteromérico de 11 a 12 subunidades diferentes, que

transporta electrones desde el ubiquinol (QH>) hacia el citocromo c.
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Figura 10. Complejo IlI, citocromo bc: y ciclo de la ubiquinona Q. Imagen adaptada de

(Mulkidjanian, 2010). A) unidad dimérica funcional del citocromo bci. B) Ciclo de la ubiquinona

Q.

La unidad dimérica funcional del complejo se muestra en la Figura 102, La funcién del complejo
111 se centra en el citocromo b (magenta), una proteina de membrana con 8 hélices, dos grupos
hemo b (bn y bi) y dos dominios de unién a la ubiquinona (uno cercano al espacio intermembrana,
Qr; y otro cercano a la matriz mitocondrial, Qn) en cercania a los grupos hemos. EI grupo hemo

de potencial bajo, (br, -30 mV) esta localizado cerca al espacio intermembrana y el grupo hemo
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de potencial alto (bn, +90 mV) cerca de la matriz mitocondrial. Ademas, el complejo contiene
una Unica proteina Fe-S (proteina Rieske) y un citocromo c1 (Mulkidjanian, 2010).

El complejo Il opera como una bomba de protones redox-impulsada con una relacion
estequimétrica de 4H"/2e-. Esto se basa en el llamado ciclo de la ubiquinona (Figura 10B),
donde la molécula ubiquinol QHz, es oxidada en Qp por medio de un mecanismo bifurcado. En
este caso, un electrén es donado hacia el hemo by, para luego ser transportado hacia b y el otro
electrén es donado hacia la proteina Rieske, para ser transferidos hacia el citocromo c1 y luego
hacia el citocromo c en la parte externa de la MIM. El electron donado a bw, es transferido hacia
una molécula de ubiquinona Q, en el sitio Qn, formando un radical ubiquinona el cual es
reducido completamente a ubiquinol cuando se realiza nuevamente el ciclo, es decir cuando se
oxida una segunda molécula de ubiquinol. En la figura, el movimiento de los electrones se

indica por las flechas azules (Gao et al., 2003).

1.4.2.6 Complejo 1V. El complejo IV (citocromo ¢ oxidasa; citocromo aas) cataliza la reduccion

del oxigeno a agua por medio del citocromo c reducido (ferrocitocromo c). Este cosustrato se

difunde lateralmente desde el complejo 111 y se adhiere al lado P de la MIM, de modo que la

transferencia de electrones al sitio de reduccion del oxigeno es vectorial y ocurre a través de la

membrana. Debido a que la direccién de la transferencia de electrones es hacia la matriz

mitocondrial y la captura de los protones para la reduccién del oxigeno se produce cerca del lado

N de la membrana, la enzima produce un potencial electroquimico de protones (Afi,+). Este

gradiente se ve aumentado por el bombeo transmembrana de protones redox-impulsado desde la

matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana con la estequiometria de 2H*/2e- (Brunori,

Antontni, Malatesta, Sarti, & Wilson, 1987).
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La enzima en mamiferos es un heterémero con un tamafio de 220kDa de 13 subunidades, de las
cuales las 3 mas hidrofobicas (I, 11 y 111) estan codificadas en el ADNmt. La subunidad Il contiene
dos iones de cobre que forman complejo con los grupos —SH de dos residuos de Cys en un centro
binuclear (Cua) que se parece a los centros 2Fe-2S de las proteinas ferro-sulfuradas. La subunidad
| contiene dos grupos hemo, designados a y as, y otro ion cobre (Cug). EI hemo az y el Cug forman
un segundo centro binuclear que acepta los electrones del hemo a y los transfiere al O> unido al

hemo a3 (Figura 11) (Brunori et al., 1987).

Citocromo ¢ Citocromo ¢
e + ¥ {Ik@}
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Espacio Y g e N ‘ Cu,
intermembrana | L gl X Lado P r ~
e © @ Mg
(@) Cu
2 hemod o "
Tyryy
Matriz Lado N hemo a;
2H,0 4 H,

Figura 11. Estructura del complejo citocromo aas. Imagen adaptada de (Rich, 2017).

La transferencia de electrones a través del complejo IV va del citocromo c al centro Cua, al
hemo a, al centro hemo az-Cug y finalmente al O». Por cada cuatro electrones que pasan a través
del complejo, la enzima consume cuatro H* de la matriz (lado N) convirtiendo el Oz en 2H20.

Tambien utiliza la energia de esta reaccion para bombear un protdn hacia el espacio intermembrana
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(lado P) por cada electron que pasa, sumandose al potencial electroquimico producido por el

transporte de protones redox-impulsado de los complejos 1y I11.(Rich, 2017)

1.4.2.7 Complejo V. La F1Fo-ATPasa (complejo V, o F1Fo-ATP sintasa) sintetiza ATP celular a
partir de ADP vy fosfato inorganico (Pi). La energia necesaria para la sintesis de ATP viene del
transporte de protones a través de la membrana a favor del gradiente de potencial electroquimico
(Afiy+). Lasintesis de ATP es la reaccion quimica mas prevalente en el mundo biologico y la ATP
sintasa es una de las proteinas mas abundantes en la tierra. Esta enzima usa rotacion fisica de sus
propias unidades como un paso de la catalisis, un mecanismo diferente al de cualquier enzima

conocida (Yoshida, Muneyuki, & Hisabori, 2001).

ATP
ADP + P, Fl
Matriz _
Fo
Espacio -
intermembrana

Figura 12. ATPasa. Imagen adaptada de (Nesci, Trombetti, Ventrella, & Pagliarani, 2017).



ACTIVIDAD INSECTICIDA DE METABOLITOS
SECUNDARIOS 49

La ATPsintasa es un complejo proteico de aproximadamente 500kDa con una complicada
estructura (Figura 12). El complejo enzimético se compone de tres dominios: un rotor incorporado
en la membrana (Fo), un dominio catalitico hidrofilico (F1) en el espacio de la matriz, y un tallo
de unioén (b, verde y naranja). La parte F1 consta de tres subunidades a (azul oscuro), tres
subunidades B (morado) y tres subunidades denominadas y (amarillo), & (rojo), y & (café). Los
pares de subunidades a y B, forman tres sitios cataliticos capaces de hidrolizar o sintetizar ATP.
Las subunidades v, 9, y € estan fijadas a la parte Fo y por lo tanto giran con ¢l y forman un eje que
se extiende hacia el centro de la parte F1. El complejo Fo es el “rotor” y contiene las subunidades
a (turquesa), b y ¢ (rosa), en la proporcion abacgs-15.(Dmitriev, Jones, & Fillingame, 1999) La
subunidad ¢ es un polipéptido pequefio (8000 Da), muy hidrofébico, que consisten exclusivamente
de dos hélices transmembrana, con un pequefio lazo que se extiende desde el lado de la matriz de
la membrana.(Abrahams, Leslie, Lutter, & Walker, 1994) La rotacion del complejo esta acoplada
mecéanicamente al flujo de protones, que se canaliza hacia la subunidad c¢ por la subunidad a. La
rotacion impulsada por protones estd unida a una protonacion/desprotonaciéon ordenada, de un
residuo de acido glutdmico expuesto en la subunidad c. EI nimero de protones necesarios para una
revolucién completa del rotor es igual al nmero de subunidades ¢ que hay en el mismo. EI rotor
acciona el giro de la subunidad y asimétrica, que produce cambios de conformacion en los tres
sitios activos del dominio F1. Estos proporcionan la energia para la sintesis de ATP a partir de
ADP y Pi. Una vuelta del rotor Fo, resulta en la sintesis de tres moléculas de ATP, mientras que la
estequiometria ATP/H* depende del nimero de subunidades c en el rotor. Las ocho subunidades ¢
del rotor Fo en células de mamifero, da una relacion de H*/ATP de 8/3 = 2,7 (Garcia & Morales,

2008).
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1.4.2.8 Insecticidas que afectan la cadena respiratoria mitocondrial. Debido a que la
cadena respiratoria juega un papel muy importante en el metabolismo energético, muchos
insecticidas tienen como diana algunos de los complejos que la conforman. Existen un amplio
numero de insecticidas que afectan al complejo | (NADH: ubiquinona oxidoreductasa) y al
complejo 111 (ubiquinona-citocromo ¢ oxidoreductasa) (Khambay & Jewess, 2000; Limmen,
1998). A pesar de que hasta ahora no hay reportes de compuestos insecticidas que afecten el
complejo |1, algunos inhibidores de este complejo presentan actividad antifungica (Avenot &
Michailides, 2010). Finalmente, no hay ejemplos de insecticidas reportados que inhiban el

complejo IV.

Entre los inhibidores del complejo | estan la rotenona y la piericidina A, los cuales son
ampliamente conocidos como inhibidores de alta afinidad del complejo | (ver Figura 13). Sin
embargo, estos Ultimos afios se han descubierto nuevos compuestos que bloguean este complejo
con alta eficiencia. Entre esos se encuentran algunos compuestos sintéticos, como los pirazoles,
pirimidinas, piridinas y quinazolinas (Degli Esposti, 1998). Ademas, varios metabolitos
secundarios han mostrado actividad inhibitoria sobre este complejo, entre esos estan las
acetogeninas, aisladas de plantas de la familia Annonaceae, y el tiangazol, aislado de Polyangium

(Ldmmen, 1998).
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Figura 13. Estructuras de algunos insecticidas inhibidores del complejo I. 1) rotenona, 2)

i

piericidina A, 3) pirimidifen, 4) benzimidazol, 5) tiangazol. (Friedrich et al., 1994; Ishaaya, Nauen,

& Horowitz, 20073).

La antimicina A es el inhibidor del complejo Il mas conocido el cual se acopla al sitio Qn
(donde ocurre la reduccion de la ubiquinona), y por lo tanto representa al grupo de inhibidores de
este sitio. Los inhibidores del sitio Qp (donde ocurre la oxidacion de la ubiquinona) son
reconocidos por su efecto en el espectro de absorcion del citocromo b (Lambert & Brand, 2004).
Los insecticidas que inhiben el complejo 111 pertenecen al grupo de inhibidores del sitio Qp. Entre
los mas conocidos se encuentran los  B-metoxiacrilatos, mixotiazol, stigmatelina y 2-

hidroxiquinonas (Figura 14) (Ishaaya et al., 2007a).
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Figura 14. Estructura de algunos insecticidas inhibidores del complejo IllI. 1) fluacripirim, 2)

hidroxinaftoquinonas, 3) acequinocil, 4) stigmatelina (Ishaaya et al., 2007a).

1.4.3 Dafio sobre el ADN. A pesar de que los insecticidas mas comunes (organofosforados,
piretroides, carbamatos, entre otros) figuran como inhibidores de dianas especificas como las
mencionadas en la seccion 1.3, existen varios reportes de que estos compuestos también afectan
otras dianas en organismos bioldgicos superiores, causando neuritis, manifestaciones
psiquiatricas, desordenes hepato-renales, neuroldgicos, inmunoldgicos, metabdlicos vy
endocrinos.(Prieto Garcia, Cortés Ascencio, Oyarzun, Hernandez, & Alavarado, 2012)
Ademas, también se ha encontrado relacion con la leucemia y otros tipos de cancer. Tal es el
caso de los insecticidas organofosforados y los carbamatos cuyo principal mecanismo de accién
es la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa y sus efectos secundarios estan relacionados
con diferentes tipos de cancer, tales como el linfoma no-Hodgkiniano, y leucemias (De Roos et

al., 2003; Newcombe, 1992).
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Diferentes estudios han demostrado el efecto genotdxico de ciertos insecticidas comerciales y
su relacién con la carcinogénesis, ya que la mayoria de compuestos que afectan el ADN son
también cancerigenos (Hreljac, Zajc, Lah, & Filipi, 2010). Por ejemplo, en un estudio realizado
por Undeger, U. & Basaran, N. (2005),(Undeger & Basaran, 2005) se reporta el dafio sobre el
ADN de linfocitos humanos causado por compuestos de la clase de los organofosforados, como el
dimetoato y el metil paration, los cuales mostraron efecto genotoxico a las concentraciones de 100
y 200 pg/mL; carbamatos, como el propoxur que mostrd efectos a 50, 100 y 200 pug/mL y el
pirimicarb a 200 pg/mL; y piretroides como la cipermetrina y la permetrina cuyo efecto se
evidencio a 200 pg/mL. En un estudio similar realizado por Kaur, R. y colaboradores (2011) (Kaur,
Kaur, & Lata, 2011), se evalué el efecto genotoxico de diferentes insecticidas, encontrando
efectos adversos en el ADN tomado de muestras sanguineas de agricultores provenientes de
Punyab (India), los cuales fueron expuestos a compuestos organofosforados, carbamatos,
piretroides y ditiocarbamatos, entre otros. En la Figura 15 se muestran las estructuras de algunos
insecticidas genotdxicos reportados en estos estudios.

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, hay suficiente evidencia que soporta el hecho
de que los insecticidas mas usados estan relacionados con efectos adversos sobre humanos y por
lo tanto, la bdsqueda de nuevos compuestos insecticidas también debe estar enfocada en la
seguridad para la salud humana (Bonner & Alavanja, 2017). Es por esto que es de gran importancia
evaluar el efecto de estos compuestos sobre el ADN, de esta forma, es posible prevenir el uso de
compuestos que podrian ser potenciales agentes cancerigenos, mutagénicos o teratogénicos.
Actualmente, se desarrollan varios ensayos para evaluar este efecto, usando generalmente células
humanas en el caso de ensayos in vitro o ratones para los ensayos in vivo. En este tipo de ensayos,

las células o los animales son expuestos a varias concentraciones del insecticida a probar y
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posteriormente se aisla el ADN y se buscan patrones de fraccionamiento o degradacion (Collins,

2004; Kaur et al., 2011; Villarini et al., 1998).

Numerosos estudios han demostrado que los insectos pueden ser usados como modelos para
estudios de cambios genéticos y epigenéticos causados por muchos factores externos como
patdgenos, parasitos, agentes quimicos y otros factores de estrés (K. Mukherjee, Twyman, &
Vilcinskas, 2015). Ademas de que las bases estructurales del ADN son las mismas para
bacterias, insectos, animales vertebrados y humanos; el modelo con insectos tiene grandes
ventajas frente al modelo de ratones o células humanas en ensayos bioquimicos. Por ejemplo,
considerando el nimero de animales que se usan en este tipo de ensayos, el mantenimiento y el
monitoreo es mucho méas econémico, practico y hay menos consideraciones éticas cuando se
usan insectos (Simpson, Sword, & Lo, 2011; Srinivasan & Brisson, 2012). Ademas, los insectos
proveen un sistema mucho mas accesible para la manipulacion experimental de diferentes
mecanismos genéticos con el objetivo de estudiar los efectos de la exposicién a patdgenos o
quimicos externos. Los mecanismos genéticos investigados en modelos de insectos son
relevantes a los procesos equivalentes en mamiferos y pueden ser usados para investigar bases

epigenéticas de enfermedades humanas (Boros, 2012).

e Mecanismos del dafio sobre el ADN. Los dafios genéticos son causados por
interacciones directas o indirectas con el material genético resultando en un dafio del ADN o
aberraciones cromosomicas y son considerados como un mecanismo primario para el desarrollo
de enfermedades crénicas en el contexto de la carcinogénesis y la teratogénesis (Bolognesi,

2003). Los dafios genéticos se pueden clasificar en tres grupos: 1) dafios premutagénicos como
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el rompimiento de la hebra de ADN y la combinacion del ADN o la sintesis de ADN no
programado; 2) mutaciones de genes, es decir insercion o eliminacion de algunos pares de bases;
bases; 3) aberraciones cromosomicas, incluyendo pérdida o ganancias de un cromosoma entero,
eliminacién o rompimiento y segmentos cromosémicos o re-arreglos. Los dafios premutagénicos
pueden ser reparados antes de la division celular, mientras que los dafios en el segundo y tercer
grupo son permanentes y tienen la habilidad de transmitirse a las células hijas después de la
division (Guy, 2005).

Finalmente, en este proyecto se evalud el efecto genotdxico de los metabolitos secundarios
seleccionados con actividad insecticida, con el objetivo de descartar compuestos potencialmente
riesgosos para la salud humana. El dafio causado por los metabolitos sobre el ADN aislado de
larvas se evaluo en tres diferentes ensayos que se describen en la metodologia. A continuacion, se

muestran los objetivos planteados para este proyecto.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Estudiar el mecanismo de accion de una mezcla de metabolitos secundarios de plantas

medicinales que crecen en el territorio colombiano y que presenten actividad insecticida sobre

Aedes aegypti, usando el analisis in silico como un método de cribado.

2.2 Objetivos especificos

Identificar metabolitos secundarios que presenten actividad insecticida usando el analisis in

silico como herramienta de discriminacion.

« Evaluar la accion insecticida de los metabolitos identificados y mezclas de ellos sobre Ae.
aegypti en larvas y adultos, estimando las concentraciones letales (CLso y CLogs).

« Evaluar el efecto de los metabolitos sobre el ADN de Ae. aegypti.

« Determinar el efecto de los metabolitos sobre la actividad enzimatica de acetilcolinesterasa.

* Determinar alteraciones sobre la bioenergética mitocondrial en larvas de Ae. aegypti de los

metabolitos identificados con accion insecticida.

Establecer una mezcla de metabolitos que potencialice el efecto insecticida de los metabolitos

con menor CLso.
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3. Metodologia

A continuacion, se describe cada uno de los protocolos implementados a lo largo de este
proyecto de investigacion, empezando por el cribado virtual, seguido por la cria de mosquitos, los
ensayos bioldgicos de actividad insecticida y finalmente los diferentes métodos empleados para
determinar el mecanismo de accién de los metabolitos seleccionados segun la actividad sobre la
bioenergética mitocondrial, la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa y la degradacion del

ADN.

3.1 Anélisis in silico y seleccion de metabolitos secundarios

Los programas OSIRIS Property Explorel(Organic Chemistry Portal, 2016) y Molinspiration
Cheminformatics Software (Molinspiration Cheminformatics, 2016) fueron usados como
herramientas bioinforméticas para el cribado virtual de los 33 metabolitos secundarios de los
aceites esenciales de las plantas: Tagetes lucida, Lippia alba, Lippia origanoides, Eucalyptus
citriodora, Cymbopogon citratus, Cymbopogon flexuosus, Citrus sinensis, Swinglea glutinosa, y
Cananga odora, reportados por Vera, 2014 (Vera et al., 2014), los cuales se muestran en la Tabla
3. Laestructura quimica de cada metabolito secundario fue analizada por los programas OSIRIS y
Molinspiration los cuales emplean métodos basados en estadistica bayesiana y contribuciones de
fragmentos para calcular variables relacionadas con la prediccion de la actividad biologica de las

moléculas. El analisis de los programas asigno a cada metabolito valores correspondientes a 16
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variables que se pueden clasificar en: propiedades fisicoquimicas, puntajes de bioactividad, riesgo

de toxicidad y similitud a drogas (Tabla 4).

Tabla 3. Composicion quimica de los aceites esenciales reportados por (Vera et al., 2014).

% en el aceite

C. C. C. C. E. L. S. T.
N° Metabolito L. alba
odorata  flexuosus  citratus  sinensis  citriodora origanoides  glutinosa lucida

1 Acetato de bencilo 18.2
2 Acetato de geranilo 10.0
3 Benzoato de bencilo 12.3
4 Benzoato de metilo 10.0
5 Biciclosesquife-landreno 9.0
6,7 B-Burboneno, trans--

3.8 2.0 1.3 25 15

cariofileno

8 Carvacrol 323
9 Carvona 38.3
10 P-cimeno 12.0
11 1,8-cineol 34 3.0
12 Citronelal 49.3
13 Citronelol 13.0
14,15 | P-cresol, éter de metilo 8.4
16 Geranial 375 26.0
17 Geraniol 9.0 2.9
18 Germacreno D 7.8 8.1
19,20 | a-Humuleno, isopulegol 12.9 1.4
21 Limoneno 71.3 31.8 44
22 Linalool 141 18 54 2.9 0.3
23 Metil chavicol 92.1




ACTIVIDAD INSECTICIDA DE METABOLITOS

SECUNDARIOS 59
24 B-mirceno 20.2 5.0 2.8
25 Neral 28.2 29.0
26 Nerol 3.0
27,28 Trans-p-ocimeno, n-
2.0
octanol
29 a-pineno 15 12.0
30,31 | B-pineno, piperitenona 4.8 4.4 49.6
32 Piperitona 2.6
33 Sabineno 1.6 11.0

Tabla 4. Variables consideradas en el cribado virtual.

Propiedades Similitud a
Puntajes de bioactividad? | Riesgo de toxicidad®
fisicoquimicas drogas!
Peso molecular? Ligandos de receptores Mutagénico Druglikeness
Coeficiente logP*? | acoplados a proteinas G Tumorogénico Drug-score
Avrea de superficie Moduladores de canal i6nico Irritante
polar molecular? Inhibidores de quinasas Efectos reproductivos

Ligandos de receptores nucleares
Inhibidores de proteasas

Inhibidores enzimaticos

Lvariables evaluada con OSIRIS
2 variables evaluadas con Molinspiration

3.1.1 Propiedades fisicoquimicas. Las propiedades fisicoquimicas determinadas para cada una

de las moléculas analizadas fueron:
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e Peso molecular: Es uno de los pardmetros de Lipinski, el cual considera que las
moléculas con pesos moleculares inferiores a 500 Da pueden atravesar membranas bioldgicas
con mayor facilidad que moléculas con pesos superiores.

e Coeficiente de particion octanol/agua (logP): Es calculado por las metodologias
desarrolladas por cada uno de los programas mencionados anteriormente, como una suma de
contribuciones de fragmentos y factores de correccidén. Es usado en estudios de relacion
cuantitativa estructura-actividad, QSAR (por sus siglas en inglés, Quantitative Structure-
Activity Relationship) y en el disefio de drogas como una medida de hidrofobicidad
molecular.(Molinspiration cheminformatics, 2006)

e Area de superficie polar molecular (PSA, Polar Surface Area): Es calculada basada en
la metodologia publicada por Ertl et al.(Ertl, Rohde, & Selzer, 2000) como una suma de

contribuciones de fragmentos.

3.1.2 Puntajes de bioactividad. Ademas de las propiedades fisicoquimicas mencionadas
anteriormente, también se estimaron los puntajes de bioactividad, los cuales pueden ser definidos
como un balance complejo de varias propiedades moleculares y caracteristicas estructurales, las
cuales permiten determinar si una molécula en particular es similar a las drogas conocidas. Estas
propiedades son principalmente hidrofobicidad, distribucion electrénica, tamafio molecular
flexibilidad, y por supuesto varias caracteristicas que influencian el comportamiento de la
molécula en un organismo vivo, incluyendo biodisponibilidad, propiedades de transporte, afinidad
a proteinas, reactividad, toxicidad, estabilidad metabolica, entre otras (Molinspiration

cheminformatics, 2016; OSIRIS Property explorer, 2016).
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La herramienta bioinformatica Molinspiration, implementa el uso de la estadistica bayesiana
para comparar las estructuras de ligandos activos representativos en dianas particulares con
estructuras de moléculas inactivas, e identificar las subestructuras caracteristicas tipicas para las

moléculas activas (Molinspiration cheminformatics, 2016).
Los puntajes de bioactividad estan enfocados hacia:

e Ligandos de receptores acoplados a proteinas G (GPCR)
e Moduladores de canales i6nicos

e Inhibidores de quinasas

e Ligandos de receptores nucleares

e Inhibidores de proteasas

e Inhibidores enzimaticos.

Segun las distribuciones de los puntajes de actividad para las seis clases de receptores mas
importantes, los valores mas positivos estan relacionados con una mayor probabilidad de que la

molécula analizada sea activa sobre determinado target (Molinspiration cheminformatics, 2016).

Los puntajes de bioactividad de los metabolitos secundarios fueron comparados con el puntaje
del compuesto organofosforado Temefos. Este insecticida es usado a nivel mundial en campafias

de salud publica para el control de larvas de mosquitos.

3.1.3 Riesgo de toxicidad. La herramienta OSIRIS permite predecir el riesgo de toxicidad de
una molécula usando un modelo computacional establecido por contribucion de fragmentos. El
programa fue disefiado con los fragmentos estructurales de mas de 150 000 compuestos reportados

en la base de datos RTECS (por sus siglas en inglés Registry of Toxic Effects of Chemical
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Substances)(Canadian Centre for Occupational Health and Safety Resource, 2017) conocidos
por presentar algin efecto toxico. Ademas, se compararon con los fragmentos estructurales de
alrededor de 3000 farmacos comerciales, los cuales estan libres de cualquier toxicidad.
Cualquier fragmento encontrado frecuentemente en las estructuras de compuestos nocivos pero
nunca o rara vez en farmacos comerciales, fueron considerados un factor de riesgo de toxicidad

(OSIRIS Property explorer, 2014).

3.1.4 Similitud con drogas. Este célculo es determinado de manera similar al riesgo de
toxicidad, usando una lista de fragmentos estructurales obtenida de 3300 fA&rmacos comerciales
(compuestos activos) y 15000 compuestos quimicos comerciales sin actividad biolégica
conocida (compuestos inactivos). Los fragmentos encontrados frecuentemente en los
compuestos activos y rara vez en compuestos inactivos son considerados como factores de
similitud. ElI programa OSIRIS busca estos factores de similitud en las estructuras de las
moléculas bajo analisis y les asigna puntajes que al final son sumados y representados en un

solo valor (OSIRIS Property explorer, 2016).

3.1.5 Andlisis de componentes principales (CP). Este analisis se realiz6 con el programa
IBM SPSS Statistics, version 19.0. Se suministré una matriz de datos de dimensiones 33 x 16
(Anexo 1), correspondiente a los 33 metabolitos analizados por las herramientas
bioinformaticas OSIRIS property y molinspiration bajo las 16 variables mencionadas en la
Tabla 4. Este analisis se desarrollé con el fin de reducir la dimensionalidad de los datos y
encontrar el conjunto de variables con la informacion mas relevante, representada

estadisticamente como la componente con mayor varianza. Las variables con mayor peso en la
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primera componente extraida se usaron como primer criterio de seleccion de los metabolitos
secundarios que fueron probados en los ensayos de actividad insecticida. Por este analisis se

escogieron seis metabolitos, de los cuales cinco se encontraron comercialmente (ver seccion 4.1.1).

3.1.6 Célculo del CLso relativo. Con el objetivo de ampliar el nimero de metabolitos
seleccionados para las pruebas in vivo e in vitro, desarrollamos otro método de cribado. Un calculo
que hemos denominado “CLso relativo”. Este calculo busca relacionar el CLso de cada aceite
esencial con la proporcion de cada metabolito en el mismo. Para este célculo se usé la siguiente

formula:

CLsg oA X % metabolito en AE
CLSO relativo— 100

Donde CLso ag, €s la concentracion letal reportada para cada aceite esencial sobre larvas de Ae.
aegypti y % metabolito en AE, corresponde al porcentaje del metabolito secundario en el aceite

esencial reportado en Vera, 2014 (Vera et al., 2014).

Por este método se seleccionaron los cinco metabolitos que presentaron los valores méas bajos
de CLso relativo en dos o mas aceites esenciales segin Vera, 2014. De los cinco metabolitos
seleccionados, dos no se encontraron comercialmente y uno fue seleccionado previamente por el
analisis de CP (ver seccion 4.1.2). Los metabolitos secundarios seleccionados por este segundo

método de cribado fueron evaluados segun su actividad larvicida.

3.2 Evaluacién de metabolitos con actividad insecticida
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3.2.1 Cria de mosquitos. Para los bioensayos se usd Ae. aegypti colonia Rockefeller,
mantenida en jaulas de cria (40x40x40 c¢cm) en insectario a 25 £ 5 °C, humedad de 70 + 5% y
fotoperiodo (12:12). A los machos de Ae. aegypti, se les ofrecid permanentemente una solucion
azucarada de miel al 10%. Peridédicamente se suministro alimentacion sanguinea a las hembras
para la obtencidn de huevos utilizando rata albina (Rattus norvegicus) de raza Winstar W1 IOPS
AF/Han, facilitada por el bioterio de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de
Santander, cumpliendo las disposiciones de la Ley 84 de 1989 del Congreso de Colombiay la

Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia.

Para la deposicion de los huevos se usaron recipientes con papel filtro himedo el cual se
retiraba luego de cinco dias y se dejaba secar por tres dias mas de maduracion de los embriones
a temperatura ambiente; luego de este proceso, se estimuld la eclosion en agua mineral libre de
cloro, adicionando alimento para peces marca TetraMin Tropical Flakes (Tetra, Blacksburg,
VA, EE. UU.). Las larvas obtenidas de la colonia madre se mantenian en bandejas plasticas y

fueron alimentadas con el mismo concentrado para peces.

3.2.2 Actividad larvicida. El ensayo de actividad larvicida consistié en la evaluacion de los
siete metabolitos seleccionados por medio del andlisis in silico, en cinco diferentes
concentraciones sobre larvas de Ae. aegypti. Para esto, se usaron recipientes plasticos de 7 oz,
en donde se depositaron 100 mL de solucién de metabolito a la concentracion a evaluar, junto
con diez larvas, entre el tercer y cuarto estado larval (L3 y L4). Estas soluciones fueron
preparadas usando agua libre de cloro como solvente y los metabolitos fueron disueltos

previamente en dimetil sulfoxido (DMSO), teniendo en cuenta que la concentracion final de
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DMSO en la solucion siempre fuera menor al 0.5%. Se realizaron cuatro réplicas para cada ensayo
en tres dias independientes méas un control de DMSO al 0.5%. Se registr6é el nimero de larvas
muertas por vaso a 24 y 48 h, y con base en los resultados se calcularon las concentraciones letales

al 50 y 95 % (CLso,95), usando un analisis estadistico Probit.

Una vez calculadas las concentraciones letales de cada compuesto sobre las larvas de Ae.
aegypti, fueron seleccionados los compuestos con menor CLsg para evaluar su efecto sobre la

bioenergética mitocondrial, la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa y el dafio en el ADN.

3.2.3 Actividad adulticida. El ensayo de actividad adulticida o ensayo de susceptibilidad
se desarrollé de acuerdo con el protocolo de la CDC (Centers for Disease Control and Prevention).
Para esto se emplearon botellas de vidrio tipo Wheaton de 250 mL. En cada botella de adicion6 1
mL del metabolito a analizar preparado en las concentraciones de 30, 300 y 1000 mg/L usando
acetona como solvente. Las botellas fueron impregnadas con el metabolito, agitdndolas e
invirtiéndolas de tal forma que toda la superficie quedara expuesta a la solucion. Una vez el liquido
fue distribuido uniformemente, las botellas se dejaron secando toda la noche. En cada botella se
introdujeron diez individuos (machos y hembras) y la mortalidad fue monitoreada cada 15 min por

dos horas.

3.3 Estudio del mecanismo de accién

A continuacioén, se muestran los diferentes protocolos usados en el estudio del mecanismo de

accion de los metabolitos seleccionados con actividad insecticida sobre Ae. aegypti: dafio sobre el
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ADN, inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa y efecto sobre la actividad de las enzimas de

la cadena respiratoria mitocondrial de Ae. aegypti.

3.3.1 Evaluacién del dafio sobre ADN de Aedes aegypti. Para la determinacion del dafio sobre el
ADN se realizaron tres ensayos en diferentes condiciones, esto con el fin de observar el dafio
causado sobre el ADN de forma directa e inderictamente. Los ensayos se desarrollaron de la
siguiente forma: 1) las larvas fueron expuestas durante 24 y 48 h al metabolito usando la
concentracion igual a su CLso, posteriormente el ADN fue aislado; 2) los compuestos fueron
adicionados inmediatamente después del proceso de homogeneizacion de las larvas en el proceso
de aislamiento de ADN y 3) los compuestos fueron adicionados sobre el ADN aislado de larvas

sin tratamiento.

Para el aislamiento del ADN del mosquito se emplearon larvas en tercer y cuarto estado de
desarrollo. EI ADN fue extraido siguiendo el protocolo del kit de extraccion ULtraClean® Tissue
& Cells de Laboratorios MO BIOS Inc, usando un homogeneizador tipo Potter-Elvehjem
(WHEATON, Millville, NJ, EE.UU.) para lisar los tejidos. Para la electroforesis se prepard buffer
TBE pH 8.0 y gel de agarosa 1%, al cual se le adiciono el agente colorante de ADN SYBR® Safe
DNA gel stain (Invitrogen). Como marcador de peso molecular, se utilizd HyperLadder® 1kb

(Bioline) de 200 a 10000 pares de bases (pb).

Las condiciones de corrida de la electroforesis fueron: 100 V durante 30 min. EI gel fue
observado en un transiluminador ENDURO GDS TOUCH® de 302 nm (Labnet International,

Inc.). El disefio experimental incluy6 dos réplicas de cada ensayo.



ACTIVIDAD INSECTICIDA DE METABOLITOS
SECUNDARIOS 67

3.3.2 Inhibicién de la acetilcolinesterasa

3.3.2.1 Determinacion de la actividad de la acetilcolinesterasa comercial. Para determinar el
efecto de los metabolitos sobre la actividad de la acetilcolinesterasa comercial, se empled el
método de (Ellman, Courtney, Andres, & Featherstone, 1961), reemplazando la acetilcolina
(compuesto que no presenta propiedades espectroscopicas) por acetil-tiocolina como sustrato. La
actividad de la enzima fue medida espectrofotométricamente a 405 nm, monitoreando la formacion
el i6n &cido 2-nitro, 5-mercapto-benzdico (TNB") generado por la reaccion entre la tiocolina y el

acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) (Figura 15).

COOH
NO,
CHs S.
| SH S
S ¥ DTNB
s+
HsC O,N
Tiocolina COOH
COOH SH
NO,
CH,
H3C — 'll /\/ S\ + 02N
HoC S COOH

Acido 4-mercapto, 2-nitrobenzdico
Figura 15. Reaccion de Ellman, (Ellman et al., 1961).

El medio de reaccion se compuso por una solucion buffer TBE (K:HPOs 8mM, NaH2PO4
2.3mM, NaCl 0.15 M, Tween 20 (0.05%), pH=7.8) y acetilcolinesterasa Electrophorus electricus
(anguila eléctrica) 0.065 U/mL. La reaccion fue incubada por diez minutos y posteriormente fue
iniciada por la adicion de 100 pL de sustrato (DTNB 0.2 mM, yoduro de acetiltiocolina 0.24 mM

y NaH2PO4 54.4 mM). El volumen final de cada pozo fue de 200 pL, la reaccion fue monitoreada
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durante diez minutos a 405 nm. La enzima y el sustrato se prepararon maximo cuatro horas
antes del ensayo. Este ensayo se desarrollé en microplacas de 96 pozos, para realizar los
calculos de la actividad enzimatica se tuvo en cuenta el siguiente coeficiente de extincion molar

parael DTNB 12.8 mMtcm™ a 405 nm.

3.3.2.2 Determinacion de la actividad de la acetilcolinesterasa a partir de extracto de
larvas. Con el fin de evaluar la actividad de la enzima acetilcolinesterasa presente en el Ae.
aegypti, se usé el método descrito anteriormente con una modificacion, la cual consistié en el
uso de una suspension de homogeneizado de larvas como fuente enzimaética, en lugar de la
enzima comercial. La suspension se obtuvo al procesar alrededor de 700 larvas en un
homogeneizador tipo Potter-Elvehjem (WHEATON, Millville, NJ, EE. UU.) usando un medio
que contenia sacarosa 250 mM, HEPES 10 mM, a un pH 7.2 y EGTA 1 mM. De la misma
forma que en el ensayo anterior, el medio de reaccion se compuso de buffer TBE, reemplazando
la enzima comercial por 0.5 mg de proteina cuantificada a partir de la suspensién obtenida de
las larvas procesadas. Se incub6 por 10 min la reaccion y posteriormente se agregé el sustrato.

La cinética de reaccion fue seguida por una hora a 405 nm.

3.3.3 Enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial

3.3.3.1 Aislamiento de mitocondrias de larvas de Ae. aegypti. Para aislar mitocondrias
de larvas de mosquito se separaron y lavaron un grupo de alrededor de 1000 larvas (L3 y L4),
se filtraron con gasa quirurgica y fueron colocadas en medio de aislamiento compuesto de
sacarosa 250 mM, HEPES 10 mM, aun pH 7.2, EGTA 1 mM y BSA 0.1 %. Posteriormente,

las larvas fueron procesadas en un homogeneizador tipo Potter-Elvehjem (WHEATON,
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Millville, NJ, EE.UU.). La suspension obtenida fue filtrada utilizando fibra de vidrio en una jeringa
de 25 ml, seguida de una centrifugacion a 300 g (gravedades) a durante cinco minutos. El
sedimento fue descartado y el sobrenadante centrifugado a 10 000 g, durante diez minutos. El
precipitado obtenido, se suspendié en medio de extraccion y se centrifug6 a 300 g durante cinco
minutos. El sobrenadante obtenido fue suspendido en medio de extraccién sin BSA y centrifugado
a 10 000 g durante diez minutos. El precipitado resultante contenia mitocondrias intactas de larva
de mosquito las cuales se suspendieron en medio de extraccion sin BSA y se conservaron en
nitrégeno liquido hasta su uso. Todo el proceso de extraccion se realizd garantizando una

temperatura de 4 °C.

3.3.3.2 Preparacion de la suspension de mitocondrias para la determinacion de la
actividad de las enzimas mitocondriales. Las mitocondrias aisladas y almacenadas en nitrégeno
fueron descongeladas y fragmentadas por choque térmico (congelamiento y descongelamiento,
tres veces) y mantenidas en bafio de hielo hasta la realizacion de las pruebas enzimaticas. Los
fragmentos de membrana obtenidos fueron usados como fuente enzimatica.

3.3.3.3 Cuantificacion de proteina. Se determind la concentracion de proteinas presentes
en la suspension mitocondrial previamente fragmentada, usando el método de Bradford.(Bradford,
1976).

3.3.34 Determinacion de la actividad enzimética. Las actividades de las enzimas relacionadas
con la cadena respiratoria se determinaron, en un espectrofotdmetro, Multiscan GO (Thermo
Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) utilizando el programa Skanlt, cuarta edicion, y
polarograficamente en un oxigrafo (Hansatech, King’s Lynn, Norfolk, UK) utilizando el programa

Oxygraph plus 2.1.
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3.3.3.4.1 NADH oxidasa. La actividad de la NADH oxidasa se determin6 por el método

de Singer (1974).(Singer, 1974) La velocidad de oxidacion del NADH se traduce en la
velocidad de consumo de oxigeno, acompafiado polarogréficamente.
NADH + % 02+ H"— NAD"+H;0

El sistema de reaccion se compuso por buffer fosfato 80 mM (pH 7.4), EDTA 50 uM, NADH

0.17 mM y 0.5 mg de proteina mitocondrial. La temperatura se mantuvo controlada a 28°C y la

reaccion inicié por la adicion de NADH.

3.3.3.4.2 NADH deshidrogenasa. La actividad de la enzima se determiné por el método
espectrofotométrico de Singer (1974),(Singer, 1974) usando ferricianuro de potasio como
receptor artificial de electrones en la presencia de rotenona, la reaccion fue monitoreada a 420
nm.

NADH+ H™+2 ferricianuro — NAD"+ 2 H*+ 2 ferrocianuro

El sistema de reaccion se compuso de 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 proteina
mitocondrial. La concentracion de ferricianuro de potasio se determind teniendo en cuenta su

coeficiente de extincion redox (eredox) 1.043 mM™ cm™a 420 nm.

3.3.3.4.3 NADH citocromo ¢ reductasa. La actividad de esta enzima fue determinada
espectrofotométricamente por el método descrito por, Somlo (1965),(Somlo, 1965) a traves del
monitoreo de la velocidad de reduccion del citocromo ¢ a 550 nm.

NADH + H* + 2 citocromo ¢ (oxidado) — NAD™ + 2 H* + 2 citocromo ¢ (reducido)
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El sistema de reaccion se compuso de buffer fosfato 50 mM (pH 7.4), EDTA 2 mM, NADH
50 puM, citocromo ¢ (oxidado) 40 uM, KCN 1 mM y 0.1 mg de proteina mitocondrial. Todos los
reactivos excepto el citocromo c, fueron incubados por 10 min a 28°C, la reaccién se inici6 por la
adicién del citocromo c, siendo acompafiada por lo menos durante 2 min. La concentracion del
citocromo c¢ reducido se determiné mediante su coeficiente de extincion molar redox (€redox) 19.8

mM* cm™ a 550 nm.

3.3.3.4.4 Succinato deshidrogenasa. La actividad de la enzima succinato deshidrogenasa se
determind por el método de Singer (1974),(Singer, 1974) utilizando 2,6-diclorofenilindofenol
(DCPIP) y fenazina metosulfato (PMS) como receptores artificiales de electrones.
Succinato + DCPIP (oxidado)— Fumarato + H" + DCPIP (reducido)

La velocidad de reduccion del DCPIP fue monitoreada a 600 nm en un sistema de reaccion
compuesto por: buffer fosfato 50 mM (pH 7,4), succinato de sodio 20 mM, EDTA 2 mM, KCN 1
mM, rotenona 1 uM, PMS 1 mM y 0.1 mg de proteina mitocondrial. Los reactivos presentes en el
sistema, excepto el PMS y el DCPIP fueron incubados por 10 min a 28°C, la reaccion fue iniciada
por la adicion de DCPIP 60 uM. Se tuvo en cuenta como coeficiente de extincion molar del DCPIP

16.983 mM cm™a 600 nm.

3.3.3.4.4 Succinato oxidasa. La actividad de la NADH oxidasa se determin6 por el método
de Singer (1974).(Singer, 1974) La velocidad de oxidacion del NADH se traduce en la velocidad
de consumo de oxigeno, acompafiado polarograficamente.

Succinato + ¥ O, + 2H* — Fumarato + H,O
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El sistema de reaccién se compuso por buffer fosfato 80 mM (pH 7.4), succinato 10 mM y
0.5 mg de proteina mitocondrial. La temperatura se mantuvo controlada a 28 °C y la reaccion

se inicid por la adicion de succinato.

3.3.3.4.5 Citocromo c oxidasa. La actividad de esta enzima se determind por el método
descrito por Mason (1973),(Mason, Poyton, Wharton, & Schatz, 1973) acompafiando la
velocidad de oxidacion del citocromo ¢ a 550 nm, en un sistema de reaccion constituido de
buffer fosfato 50 mM (pH 7,4), EDTA 2 mM, citocromo ¢ reducido 30 uM y 0.1 mg de proteina
mitocondrial. La reaccion fue iniciada por la adicion de citocromo c reducido.
4 citocromo c¢ (reducido) + 8 H" + O, — 4 citocromo ¢ (reducido) + 4 H" + 2H,0
La concentracion del citocromo c reducido se determind mediante su coeficiente de extincion

molar redox (€redox) 19.8 mMM™ cm™ a 550 nm.

3.3.3.4.6 Actividad ATPasa en mitocondrias fragmentadas. La actividad de la F1Fo
ATPasa en mitocondrias fragmentadas fue determinada cuantificando el fosfato inorganico
resultante de la hidrdlisis de ATP, segun el método descrito por Pullman (1960), (Pullman,
Penefsky, Datta, & Racker, 1960).

ATP + H20 — ADP + Pi

El sistema de reaccién se compuso por buffer Tris-HCI 50 mM (pH 7.4), MgSO4 3 mM,
fosfoenolpiruvato (PEP) 2.5 uM, 10 unidades de piruvato quinasa (1 unidad de piruvato quinasa
convierte 1 umol de PEP a piruvato por min) y 1 mg de proteina mitocondrial. Después de la
adicion del medio de reaccion, la reaccion fue incubada por 10 minutos a 28°C, pasado este

tiempo, se inicio la reaccion con la adicion de ATP 4 mM e interrumpida a los 10 min por la
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adicion de TCA al 5%. Las muestras fueron centrifugadas a 10 000 g. El fosfato inorganico fue
cuantificado del sobrenadante siguiendo el método de Dickman, (1940), el cual consiste en
determinar espectrofotométricamente la concentracion de fosfato usando una curva de calibracion

de KoHPOg4 (Dickman & Bray, 1940).

3.4 Preparacion y evaluacion de mezclas de metabolitos secundarios

Con base en los resultados obtenidos en la evaluacion del mecanismo de accion, se prepararon
11 mezclas con los cuatro metabolitos que presentaron mayor efecto en las diferentes dianas
evaluadas. Las 11 mezclas son el resultado de todas las combinaciones posibles entre los cuatro
compuestos, para formar mezclas de cuatro, tres y dos metabolitos. Los compuestos fueron
mezclados usando la relacién 1:1 con base en las concentraciones letales 50% (CLso) usando
DMSO como solvente. La evaluacion de estas mezclas se realiz6 segln su actividad larvicida, por

lo que se siguio la misma metodologia descrita en la seccion 3.2.2.

3.5 Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos estan representados por la media + desviacion estandar (DE). Para
determinar la actividad larvicida se calcularon las concentraciones letales (CLso y CLgs) por medio
de un analisis Probit, usando el programa Polo Plus 2.0. Para la actividad adulticida los resultados

se reportaron en porcentaje de mortalidad. Los resultados de los ensayos de mecanismo de accién
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son reportados en porcentaje de actividad enzimética. Los resultados fueron sometidos a un
andlisis de varianza ANOVA mas el Test de Tukey para datos con distribucion normal y el Test
Kruskal-Wallis para datos con distribucién no normal, usando el programa STATISTICA,
version 11.0.(Stat Soft, 2007) Este andlisis de varianza se usé para determinar diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los controles, las cuales fueron reportadas con un

intervalo de confianza del 95% (p<0.05).

3.6 Disposicion de residuos

Los residuos bioldgicos y quimicos generados durante el desarrollo de este proyecto fueron
manipulados de acuerdo con el Manual de Gestidn Integral de Residuos-2010 del Instituto
Nacional de Salud de la Republica de Colombia y los lineamientos del Plan de Gestion Integral
de Residuos (PGIR) de la Universidad Industrial de Santander. Los metabolitos secundarios,
los solventes y los colorantes empleados en este trabajo se clasificaron como residuos
peligrosos. De la misma forma, se consideraron peligrosos los recipientes que hayan estado en
contacto con ellos. Los residuos se dispusieron en bolsa roja y se entregaron en la ruta de
recoleccion y almacenamiento de residuos peligrosos organizada por el PGIR en el Parque
Tecnoldgico Guatiguara, diligenciando el formato FGA.06 para su disposicion final con la

empresa contratada para su neutralizacion e incineracion.

4. Resultados y discusion
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4.1 Anélisis in silico y seleccidén de metabolitos secundarios

La matriz de datos resultante del andlisis por medio de las herramientas bioinforméaticas OSIRIS
y molinspiration se reporta en el Anexo 1. Los criterios de seleccion de los metabolitos secundarios
para las pruebas in vivo e in vitro se tomaron con base en el andlisis de componentes principales

de las propiedades fisicoquimica y bioldgicas, asi como de las menores CLso relativas.

4.1.1 Analisis de componentes principales. El andlisis CP de esta matriz extrajo la grafica de
sedimentacion de las componentes, donde se aprecia la clara ruptura entre la pronunciada
pendiente de las componentes mas importantes y el descenso gradual de las restantes (los

sedimentos) (Figura 16).

Autovalor

T T T T T T T I T T T T T
1 2 3 4 ) ] 7 g 9 10 1 12 13 14 15 16

Numero de componente

Figura 16. Grafico de sedimentacion del analisis CP, (IBM Corporation, 2010).
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Ademas, se extrajo la varianza total explicada, en donde aparecen los valores propios o

autovalores de cada componente principal (Total) y en frente se encuentra la varianza explicada

para cada una de ellas (% de varianza) y la varianza explicada acumulada (% acumulado) (Tabla

5). Como se puede observar en la parte derecha de la tabla (sumas de extraccion de cargas al

cuadrado), se seleccionaron las primeras cinco componentes para realizar el analisis de acuerdo

con el criterio de Kaiser (Kaiser, 1960). Este criterio consiste en conservar aquellos factores

cuyo autovalor asociado sea mayor que 1.

Tabla 5. Varianza total explicada, IBM SPSS Statistics, version 19.0.

Autovalores iniciales

Sumas de extraccion de cargas al cuadrado

Componente | Total % de varianza | % acumulado Total % de varianza | % acumulado
1 6.384 39.903 39.903 6.384 39.903 39.903
2 3.338 20.861 60.763 3.338 20.861 60.763
3 1.858 11.612 72.375 1.858 11.612 72.375
4 1.049 6.558 78.933 1.049 6.558 78.933
5 1.020 6.375 85.308 1.020 6.375 85.308
6 0.792 4.949 90.258

7 0.472 2.951 93.209

8 0.401 2.504 95.712

9 0.199 1.242 96.954

10 0.174 1.088 98.043

11 0.106 0.663 98.706

12 0.079 0.491 99.197

13 0.062 0.387 99.584

14 0.034 0.214 99.797

15 0.018 0.111 99.908
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| 16 | 0.015 | 0.092 100.000 | | |

Método de extraccion: anlisis de componentes principales.

A partir de las correlaciones de cada componente principal con cada variable podemos
interpretar que, la componente 1 (CP1) tiene la mayor correlacion positiva con las componentes:
ligando GPCR, modulador de canal ionico, inhibidor de quinasa, ligando de receptor nuclear,
inhibidor de proteinasas e inhibidor enzimatico. Se puede observar que la correlacion con las
demas variables es casi nula y que tiene una correlacion negativa con las variables: Solubilidad,
Druglikeness y Drug-score. Por lo tanto, es claro que la primera componente esta relacionada con
la actividad bioldgica de los compuestos y no con las propiedades fisicoquimicas o con su

toxicidad.

La segunda componente (CP2), muestra la mayor correlacion positiva con las variables
relacionadas con la toxicidad: Efecto mutagénico, tumorogeénico y efectos en la reproduccion.
Ademas, muestra correlaciones casi nulas con el resto de las variables. La tercera componente
(CP3) muestra la mayor correlacion positiva con la variable solubilidad y correlaciones muy bajas
0 negativas con las demas variables, lo cual se interpreta como la independencia de esta variable

con respecto a las demas.

Muy similar al caso anterior sucede con la cuarta componente (CP4), la cual tiene la mayor
correlacion positiva con la variable Druglikeness, cuya correlacion es muy alta (cercanaa 1) y muy

independiente de las demas variables.
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Tabla 6. Matriz de componentes principales?®

Componente

1 2 3 4 5
Peso 0,611 0,452 -0,544 0,048 0,060
LogP 0,632 -0,017 -0,463 0,010 -0,341
Solubilidad -0,536 -0,304 0,644 -0,128 0,222
TPSA 0,133 0,387 -0,571 -0,094 0,359
Ligando GPCR 0,959 -0,169 0,099 0,056 0,041
Modulador de canal i6nico 0,881 -0,231 0,368 -0,020 0,070
Inhibidor de quinasa 0,936 0,019 0,102 0,132 0,009
Ligando de receptor nuclear 0,922 -0,274 0,143 -0,019 0,050
Inhibidor de proteinasas 0,946 -0,070 0,076 -0,011 0,132
Inhibidor enzimético 0,934 -0,224 0,210 -0,032 0,101
Mutagénico 0,018 0,788 0,368 0,150 0,291
Tumorogeénico 0,123 0,777 0,059 0,005 -0,164
Irritante 0,166 0,495 0,338 -0,227 -0,604
Efecto reproductivo 0,042 0,765 0,109 -0,056 0,406
Druglikeness -0,131 0,108 0,133 0,951 -0,120
drug-score -0,239 -0,782 -0,312 0,134 0,174

Método de extraccion: analisis de componentes principales.
a5 componentes extraidos.

Finalmente, la quinta componente (CP5), no presenta correlaciones altas y por lo tanto no se
puede distinguir ningan grupo. Esto era de esperarse, ya que si se observa la grafica de
sedimentacion (Figura 16) se puede apreciar como la pendiente decae abruptamente después de

la cuarta componente.
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Teniendo en cuenta los resultados del analisis CP, se tomaron las variables agrupadas de la
primera componente como base discriminatoria para seleccionar los siete metabolitos con base en
un criterio estadistico. Por lo tanto, se escogieron los metabolitos con mayores puntajes de
bioactividad, asignados por el programa Molinspiration. La Figura 17 muestra el puntaje de
bioactividad asignado por el programa para cada uno de los 33 metabolitos secundarios reportados

y enumerados en el Anexo 1.
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Figura 17. Puntaje de bioactividad de los metabolitos asignado por Molinspiration.

El nimero 34 corresponde al insecticida Temefos, el cual presentd un puntaje de 0.2 como
inhibidor enzimaético, por lo que se tom6 como referencia este valor para la seleccion de los
metabolitos secundarios. De los 33 metabolitos, 14 presentaron valores positivos® para tres

diferentes dianas (Modulador de canales idnicos, receptor nuclear e inhibidor enzimatico), algunos

L El programa molinspiration asigna los puntajes para cada compuesto. La relacion de los valores se explica en esa
seccion 3.1.2
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de ellos presentaron puntajes positivos para mas de una diana. Ningin metabolito presentd
puntajes positivos para ligando GPCR, inhibidor de quinasa o inhibidor de proteinasas (Figura

Segun el andlisis virtual, seis metabolitos presentaron valores superiores a 0.2, estos fueron
los compuestos 2,7,17,18,19 y 26, los cuales corresponden a los metabolitos: acetato de
geranilo, B-cariofileno, geraniol, germacreno D, a-humuleno y nerol respectivamente. Todos
los seis metabolitos presentaron puntajes positivos para mas de una diana. De estos metabolitos
seleccionados, uno de ellos (Germacreno D) no se encontrd disponible comercialmente. Los
cinco disponibles comercialmente fueron adquiridos de Sigma Aldrich, con pureza de grado

analitico para las pruebas bioquimicas.

4.1.2 Célculo del CLso relativo. Los valores de CLso relativo para cada uno de los
metabolitos, se reportan en el Anexo 2. Con base en estos valores se escogieron cinco
compuestos: B-bourboneno, B-cariofileno, 1,8-cineol, trans--ocimeno y n-octanol los cuales
estan resaltados en el Anexo 2. El compuesto B-bourboneno no se encontré disponible
comercialmente, mientras que el trans-p-ocimeno se encontré sélo en mezcla con su isémero
cis. Por otra parte, el B-cariofileno fue seleccionado previamente por el analisis de CP. Por lo
tanto, s6lo los compuestos 1,8-cineol y n-octanol fueron seleccionados por el célculo del CLso

relativo para ser evaluados.

En total se seleccionaron siete metabolitos, los cuales fueron evaluados in vivo para determinar
su actividad larvicida. Los metabolitos seleccionados fueron: Acetato de geranilo, geraniol, a-
humuleno, B-cariofileno, geraniol, nerol, n-octanol y 1,8-cineol (Figura 18). A continuacion, se

muestran los resultados de actividad larvicida.
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Figura 18. Estructura molecular de los metabolitos seleccionados por el analisis in silico.

4.2 Evaluacion de la actividad larvicida

Al evaluar los compuestos sobre larvas de Ae. aegypti, se observo que seis de los siete
compuestos presentaron actividad larvicida con CLso inferiores a 100 mg/L (Tabla 7). Las
concentraciones CLsoy CLgs de cada metabolito son reportadas en la Tabla 7, con sus respectivos
intervalos de confianza determinados por el analisis probit y los valores de y? para 24 y 48 h.
Segun estos resultados, el a-humuleno present6 la mayor actividad larvicida a las 24 h con CLsg
de 41.35 mg/L, seguido del acetato de geranilo y p-cariofileno con CLso de 44.19 y 48.45 mg/L,
respectivamente. Los compuestos geraniol, n-octanol y nerol presentaron valores de CLso
superiores a 80 mg/L. Por otra parte, a las 48h el B-cariofileno presento la menor concentracion

CLso (29.28 mg/L), seguido por el a-humuleno (30.89 mg/L).
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Tabla 7. Actividad larvicida de metabolitos secundarios contra Ae. aegypti

Metabolito 24h 48h

CLso mg/L CLgs mg/L x? CLsomg/L CLgs mg/L x?
Acetato  de | 44.19 (42.59-46.06) | 63.88 (59.7-70.60) 1.569 39.81 (38.45-41.18) 55.31 (52.77-58-53) 1.821
geranilo
a-humuleno 41.35(38.43-44.43) | 69.59 (63.25-78.55) 0.098 30.89 (28.09-34.10) 73.98 (62.00-95.33) 3.615
B-cariofileno | 48.45 (44.92-52.20) | 111.82 (98.95-130.62) 5.522 29.28 (26.11-32.40) 78.26 (66.99-96.75) 4.682
Geraniol 83.80(81.32-86.27) | 123.39(116.54-133.21) | 1.831 77.99 (75.17-80.53) 116.3 (110.3-125.1) 2.730
Nerol 86.93 (82.99-90.95) | 144.07 (133.19-159.78) | 2.134 50.00 (45.07-55.33) 134.2 (112.2-172.8) 2.500
n-octanol 98.03 (90.02-110.2) | 291.47 (220.69-464.62) | 3.907 98.21 (87.99-115.7) 297.0 (217.1-501.4) 0.1440
1,8-cineol 182.9 (171.9-196.2) | 315.95 (278.82-380.48) | 9.000x102 | 175.1 (166.6-184.1) 309.3 (279.2-357.1) 1.512

El nerol aumentd su efecto larvicida a las 48 h, reduciendo su CLso un 43%. Los compuestos
a-humuleno y B-cariofileno también presentaron disminucion en su ClLso a las 48 h (25% y 40%
respectivamente). El metabolito 1,8-cineol, fue el U(nico compuesto que presenté una

concentracion CLspa las 24 h mayor que 100 mg/L (182.88 mg/L).

Debido a que la OMS no ha establecido un criterio estandar para determinar el potencial de la
actividad larvicida, varios autores desarrollan su propio criterio, Cheng, et al. (2003), Kiran et al.
(2006) y Dias, C. & Moraes, D. (2014), consideran que un compuesto tiene actividad larvicida
cuando su CLsg es menor que 100 mg/L. (Cheng, Chang, Chang, Tsai, & Chen, 2003; Dias &
Moraes, 2014; Ravi Kiran, Bhavani, Sita Devi, Rajeswara Rao, & Janardhan Reddy, 2006)
Teniendo en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se implemento esta clasificacion, por lo que
se considero que el metabolito 1,8-cineol no presento actividad larvicida contra Ae. aegypti. Este
resultado concuerda con el trabajo de Oliveira, G. y colaboradores (2013) (Oliveira et al., 2013),

en donde se reporta que este compuesto no presenta actividad larvicida contra Ae. aegypti. Cabe
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resaltar que, en este mismo trabajo se report6 que el compuesto presenta efecto repelente contra el

mosquito.

Los seis compuestos que presentaron actividad larvicida (CLso<100 mg/L) fueron evaluados
sobre tres dianas farmacoldgicas, usando las concentraciones CLso (Tabla 8). Los resultados del

estudio del mecanismo de accion se muestran a continuacion.

Tabla 8. CLso de los metabolitos que mostraron actividad larvicida contra Ae.

aegypti expresados en mg/L y molaridad.

Metabolito CLso [mg/L] CLso [mM]
Acetato de geranilo 44.19 0.22
a-humuleno 41.35 0.20
B-cariofileno 48.45 0.24
Geraniol 83.80 0.55
Nerol 86.93 0.56
n-octanol 98.03 0.75

4.3 Estudio del mecanismo de accién

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos en los ensayos sobre ADN aislado de

larva de Ae. aegypti, acetilcolinestarasa y los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial.
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4.3.1 Efecto sobre ADN de Ae. aegypti. Con el fin de estudiar el efecto nocivo que presentan los
metabolitos con actividad larvicida sobre el ADN de Ae. aegypti, se desarrollaron tres tipos de
ensayos, para determinar efectos directos e indirectos sobre el ADN. a continuacion, se muestran

los resultados de las electroforesis.

4.3.1.1 Larvas tratadas durante 24 h y 48 h. Los resultados de este ensayo muestran que no
se presentd degradacion o fragmentacion del ADN por causa del tratamiento con los metabolitos
alas 24 y 48 h (Figura 19-20). En las iméagenes de electroforesis se puede observar que el ADN
permanecio intacto en todos los pozos, siempre sobre la banda de 10 000 bp. Lo anterior indica
que los metabolitos no estan generando dafio indirecto sobre el ADN de larvas de Ae. aegypti,
lo que implica que, los mecanismos de accién relacionados con el efecto larvicida no involucran

dianas importantes en los procesos de transcripcion, traduccién y replicacion del ADN.
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Figura 19. Electroforesis de ADN aislado de larvas de Aedes aegypti tratadas durante 24 h con
metabolitos. 1) acetato de geranilo, 2) a-humuleno, 3) B-cariofileno, 4) geraniol, 5) nerol, 6) n-

octanol, 7) control (ADN sin tratar), 8) marcador de peso molecular y 9) buffer de carga.
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Figura 20. Electroforesis de ADN aislado de larvas de Aedes aegypti tratadas durante 48 h con
metabolitos. 1) acetato de geranilo, 2) a-humuleno, 3) B-cariofileno, 4) geraniol, 5) nerol, 6) n-

octanol, 7) control (ADN sin tratar), 8) marcador de peso molecular y 9) buffer de carga.

4.3.1.2 Tratamiento sobre el homogeneizado de larvas. Segun los resultados de electroforesis,
los metabolitos secundarios con actividad larvicida no presentaron ningun efecto sobre el ADN,
cuando el tratamiento se realizé durante su aislamiento, especificamente después de la etapa de
homogeneizacién. En la imagen de electroforesis, Figura 21, se observa que el ADN permanece
intacto en todos los pozos y nos hay sefiales de degradacion o fragmentacion. Todos los

tratamientos (pozos 11-6) se muestran iguales al control (pozo 8).
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Figura 21. Electroforesis de ADN aislado de larvas de Ae. aegypti tratado durante el proceso de
homogenizacion con los metabolitos. 1) acetato de geranilo, 2) a-humuleno, 3) B-cariofileno, 4)
geraniol, 5) nerol, 6) n-octanol, 7) buffer de carga, 8) control (ADN sin tratar) y 9) marcador de

peso molecular.

4.3.1.3 Efecto directo sobre el ADN aislado
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Figura 22. Electroforesis de ADN aislado de larvas de Ae. aegypti y tratado directamente. 1)
acetato de geranilo, 2) a-humuleno, 3) B-cariofileno, 4) geraniol, 5) nerol, 6) n-octanol, 7) control

(ADN sin tratar), 8) marcador de peso moelcular y 9) buffer de carga.

Los metabolitos evaluados no mostraron ningdn efecto directo sobre el ADN aislado segun el
resultado del ensayo de electroforesis (Figura 22). En todos los pozos se pueden observar que el
ADN esté intacto, sin indicios de degradacion o fragmentacion.

Segun los resultados presentados, los metabolitos no generaron ningun efecto visible de dafio
directo o indirecto sobre el ADN (Figuras 19-22). Esto indica que los metabolitos no son agentes
genotdxicos y por lo tanto no presentan riesgo de dafiar el ADN. Esta relacion podria llevarse al
ADN de animales superiores y humanos. Sin embargo, es necesario realizar méas estudios para

evaluar completamente su toxicidad, este ensayo representaria un estudio preliminar.

4.3.2 Efecto sobre acetilcolinesterasa

4.3.2.1 Acetilcolinesterasa comercial. Inicialmente se evaluo el efecto de los seis metabolitos
sobre la enzima acetilcolinesterasa comercial (E.C. 3.1.1.7, aislada de Electrophorus electricus).
Los resultados muestran que todos los metabolitos secundarios disminuyeron la actividad de la
enzima, lo cual se interpreta como una inhibicién generada por los metabolitos sobre la misma
(Figura 23). Los compuestos B-cariofileno, geraniol, nerol y n-octanol mostraron inhibiciones
mayores al 50%, mientras que el acetato de geranilo y a-humuleno inhibieron 37 y 40% la

actividad enzimatica respectivamente (p< .0001, F= 1515.00).
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Figura 23. Efecto de metabolitos secundarios sobre la actividad de AChE comercial. EI 100% del
control corresponde a 0.1319 = 0.001714 pmol DTNB/min. U enzima. *** Diferencias

estadisticamente significativas con respecto al control (p<.001).

Se debe tener en cuenta que los compuestos geraniol, nerol y n-octanol presentan los CLsp méas
altos (superiores a 0.55 mM) e inhibieron el 50% de la actividad enzimatica, mientras que el acetato
de geranilo y el a-humuleno inhibieron cerca del 40% a una concentracion mucho menor (0.22 y

0.20 mM, respectivamente).

Para poder analizar estos resultados, es necesario compararlos con insecticidas comerciales
inhibidores de la acetilcolinesterasa como, por ejemplo, el malation, el cual se habia mencionado
anteriormente como uno de los insecticidas organofosforados mas conocidos por su efecto sobre
la AChE (seccion 1.4.1.1). La actividad inhibitoria del malation sobre esta enzima se ha reportado
previamente: 1C5=0.37 £ 0.20 mM (Krstic et al., 2008). Al comparar los resultados de los
metabolitos con la actividad inhibitoria reportada para el malation podemos observar que el acetato
de geranilo, el a-humuleno y B-cariofileno presentaron una actividad superior, ya que estos
compuestos inhibieron la enzima alrededor del 40, 45 y 50% respectivamente a concentraciones

menores que 0.24 mM.
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Por otra parte, se han reportado un gran nimero de metabolitos secundarios de plantas que
inhiben la enzima AChE, en su mayoria alcaloides tales como la galantamina y la fisostigmina
(concentracion inhibitoria media, 1Cs0=1.08 y 6.00 x10™* uM, respectivamente)(P. K. Mukherjee,
Kumar, Mal, & Houghton, 2007). Algunos terpenos como el carvacrol, timol, a-terpineno, p-
cimeno, y-terpineno, (+)-limoneno y (-)-limoneno también presentan actividad inhibitoria sobre
esta diana con concentraciones inhibitorias medias de 0.42 y 5.0 mM, para el carvacrol y timol
respectivamente y concentraciones ICsop menores que 2 mM para los ultimos cinco metabolitos
(Jukic, Politeo, Maksimovic, Milos, & Milos, 2007; Miyazawa, Watanabe, & Kameoka, 1997). En
general, los alcaloides presentan concentraciones inhibitorias medias mas bajas que los
terpenoides, sin embargo, el tiempo de efecto sobre la enzima es muy corto. Esto se debe a que la
interaccion entre la molécula y la enzima ocurre en el sitio anidnico ocasionando una inhibicién
reversible, por lo que compuestos como la galantamina y la fisostigmina son usados generalmente
en el tratamiento de enfermedades como el Alzheimer (P. K. Mukherjee et al., 2007). A diferencia
de los compuestos alcalinos, los terpenoides interactian usualmente con el sitio hidrofébico, asi
como muchos insecticidas organofosforados y carbamatos (Ryan & Byrne, 1988).

4.3.2.2 Acetilcolinesterasa de homogeneizado de larvas de Ae. aegypti. Al igual que en el
ensayo con la enzima comercial, en este ensayo el acetato de geranilo mostr6 una inhibicion del
33% en la actividad enzimatica (Figura 24). El geraniol y el nerol exhibieron una menor inhibicion
(26 y 19%, respectivamente), mientras que en el ensayo con la enzima comercial lograron inhibir
el 50% de la actividad enzimatica. Los metabolitos a-humuleno, j-cariofileno y n-octanol no
presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al control (p<0.0001

F=19.87).
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En este ensayo se evalud la inhibicion de la enzima en presencia de todas las proteinas,
enzimas y deméas moléculas y macromoléculas presentes en un homogeneizado de larvas. Este
ensayo se desarrollé con dos objetivos: 1- para observar el efecto sobre la enzima propiamente
del Ae. aegypti ya que la enzima comercial es aislada de un organismo muy diferente (anguila
eléctrica) y aunque son proteinas homologas, estas difieren aproximadamente en un 60% en su
estructura primaria,(UniProt Consortium, 2017) y 2- para poder observar el efecto indirecto
sobre la actividad de la enzima, es decir, el efecto sobre la enzima cuando la biodisponibilidad
del metabolito es menor, ya que este podria interactuar con diferentes dianas dentro de una gran

cantidad de biomoléculas presentes en el homogeneizado.
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Figura 24. Efecto de metabolitos secundarios sobre la actividad de AChE de homogeneizado de
larvas. El 100% del control corresponde a 2.035 £ 0.7765 nmol DTNB/min. mg de proteina total.

*** Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control (p<.001).

De esta forma, se puede observar que el acetato de geranilo present6 una inhibicion similar
a la que mostro sobre la AChE comercial, a pesar de que su biodisponibilidad es menor en este
ensayo (Chan, Lowes, & Hirst, 2004). Esto podria deberse a que este compuesto tiene mayor

afinidad con la enzima de Ae. aegypti que con la de E. electricus y aunque la biodisponibilidad
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es menor, sigue mostrando un efecto inhibitorio marcado. Ademas, el B-cariofileno, geraniol y el
nerol mostraron también inhibicion (10, 26 y 19%, respectivamente), pero en este caso, se redujo
considerablemente la actividad en comparacién con la enzima aislada, lo cual puede ser
consecuencia de la baja biodisponibilidad. Por otra parte, los compuestos a-humuleno y n-octanol
no mostraron ninguna inhibicion. No podemos asegurar que estos compuestos no inhiben la
enzima proveniente del mosquito, porque no se esta realizando el ensayo sobre la enzima aislada
y purificada (Aszalos, 1978), sin embargo, es posible que los metabolitos tengan menos afinidad
con la enzima AChE de Ae. aegypti que con la de E. electricus. Otra posible explicacién, es que
estos tres metabolitos presenten mayor afinidad por otra diana presente en el homogeneizado, en
este caso su biodisponibilidad se reduciria hasta tal punto que no pudiera causar un efecto
observable sobre la enzima AChE.

Por otra parte, es importante mencionar que los tres metabolitos que causaron mayor inhibicién
en este ensayo: acetato de geranilo, geraniol y nerol, son estructuralmente muy similares. El nerol
y el geraniol son isdmeros cis-trans, y el geraniol s6lo difiere del acetato de geranilo en el grupo
hidroxilo que se ubica en el lugar del acetato. Es probable que el acetato de geranilo al tener un
carbonilo en su estructura pueda interactuar con el grupo hidroxil de la serina presente en la triada
catalitica, mientras la cadena carbonada interactta con el sitio hidrofébico adyacente, muy
parecido al mecanismo de los organofosforados y carbamatos (Ryan & Byrne, 1988). Sin embargo,
se necesitaria de un andlisis por docking para corroborar la forma en que estos compuestos

interactdian con la enzima.

4.3.3 Efecto sobre las enzimas de la cadena respiratoria. En primer lugar, se evaluaron

los metabolitos secundarios sobre el complejo | (NADH oxidasa y NADH deshidrogenasa), en el
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ensayo de la NADH oxidasa se evalUa el paso de los electrones provenientes del NADH a través
del complejo | pasando por los complejos 11y IV hasta llegar finalmente al oxigeno molecular
presente en el medio. En el ensayo donde se evalu6 la actividad del complejo | individualmente
(NADH deshidrogesana), los electrones provenientes del NADH pasan a través del complejo |
via FMN hacia los centros Fe-S y de ahi hacia el receptor electronico ferricianuro debido a que
la region N2 se bloguea con rotenona e impiden que los electrones lleguen a la ubiquinona
(Esposti, 1998). En este ensayo se monitorea la reduccion del ferricianuro a ferrocianuro (Singer

& Ramsay, 1994).

Los resultados del efecto sobre la actividad de estas dos enzimas se muestran que dos de los
seis compuestos disminuyeron la actividad enzimatica de NADH oxidasa (B-cariofileno y
geraniol) (Figuras 25 y 26), lo que indica que estan generando un blogqueo del paso de electrones
0 inhibicion sobre alguno de los complejos I, 111 o 1V. El B-cariofileno inhibié en mayor porcentaje

la actividad enzimatica (31%), mientras que el geraniol inhibi6 el 20% (p<.0001, F=9.91).
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Figura 25. Actividad de la NADH oxidasa. EI 100% del control corresponde a 68.89 + 10.98 nmol
O2/min.mg proteina. Las diferencias estadisticamente significativas se muestran con respecto al

control. **, p<.01; *** p<.001.



ACTIVIDAD INSECTICIDA DE METABOLITOS
SECUNDARIOS 93

Por otro lado, todos los compuestos excepto el n-octanol inhibieron la enzima NADH
deshidrogenasa (17-27%), donde el B-cariofileno y el geraniol presentaron un efecto mas
pronunciado (27%), lo que concuerda con los resultados de NADH oxidasa donde sélo estos dos
compuestos mostraron reduccién de la actividad en 31 y 20%, respectivamente (Figura 26). Los
compuestos acetato de geranilo, a-humuleno y nerol también causaron una disminucién de la
actividad de la NADH deshidrogenasa, pero con un efecto menos pronunciado (17, 16 y 16%,

respectivamente) (p<.0001, F=12.17).

El complejo | ha sido diana de numerosos compuestos insecticidas de origen sintético y natural.
Algunos autores los clasifican en tres grupos segun el sitio de union en la enzima, tipo A
(antagonistas de la quinona), tipo B (antagonistas de la semiquinona) y tipo C (antagonistas del
quinol) (Degli Esposti, 1998). Sin embargo, debido a que las estructuras de los compuestos
inhibidores de este complejo son tan variadas, es muy dificil clasificar un nuevo inhibidor en estas
categorias. Por otra parte, hay otros autores que clasifican estos compuestos en dos grupos, uno
representado por la rotenona y otro por la piericidina A (Limmen, 1998). De la misma forma, los
compuestos que pertenecen a estas dos categorias difieren mucho en su estructura. Por esto, no es
posible relacionar las estructuras de los compuestos f-cariofileno y geraniol con la actividad que

mostraron sobre el complejo |.
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Figura 26. Efecto de los metabolitos secundarios sobre la actividad de NADH deshidrogenasa. El
100% del control corresponde a 1.661 + 0.1558 umol ferricianuro de potasio/min.mg proteina. Las
diferencias estadisticamente significativas se muestran con respecto al control. *, p<.05; **, p<.01;

**% <001,

Por otra parte, el efecto de los metabolitos sobre las enzimas succinato oxidasa y succinato
deshidrogenasa (complejo 11), se muestran en las Figuras 27 y 28, respectivamente. Al igual
que en la NADH oxidasa, en succinato oxidasa se evalud el paso de electrones provenientes del
succinato que pasan a través del complejo Il hacia el complejo I11'y 1V, y finalmente hacia el
oxigeno. Mientras que la actividad de succinato deshidrogenasa muestra el paso de electrones
desde el succinato hacia el complejo Il via FAD pasando por varios centros Fe-S hacia el
receptor de electrones DCPIP.(Singer, 1974) La actividad de succinato oxidasa disminuyd
significativamente en los tratamientos con acetato de geranilo, a-humuleno, B-cariofileno y
geraniol en 27, 32, 48 y 41%, respectivamente (Figura 27). Ademas, el nerol también logré
disminuir un 16% la actividad (p<0.0001, F=35.93). Hay que destacar que los compuestos [3-
cariofileno y geraniol también disminuyeron la actividad de NADH oxidasa, sin embargo, el

efecto sobre succinato oxidasa fue mas pronunciado.
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El efecto de los compuestos sobre la actividad de succinato deshidrogenasa se muestra en la
Figura 28. Todos los metabolitos inhibieron la enzima excepto el acetato de geranilo. Esto indica
que este metabolito debe estar causando inhibicion en el complejo I11 o IV y por esto la actividad
en succinato oxidasa se ve disminuida sin presentar efecto directo sobre el complejo 1. Los demas
metabolitos inhibieron marcadamente la enzima con porcentajes de inhibicion entre 30 y 40%,
siendo el nerol el compuesto que presentd mayor inhibicion sobre la enzima (41%) (p<.0001,
F=23.11). Estos resultados concuerdan con lo observado en succinato oxidasa, ya que todos los
metabolitos con excepcion del n-octanol, inhibieron la enzima y el efecto fue mas pronunciado

que en el caso de la NADH oxidasa.
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Figura 27. Efecto de los metabolitos secundarios sobre la actividad de succinato oxidasa. EI 100%
del control corresponde a 65.17 = 14.47 nmol Oz/min.mg proteina. Las diferencias
estadisticamente significativas se muestran con respecto al control. *, p<.05; **, p<.01; ***,

p<.001.

La disminucion de la actividad de succinato deshidrogenasa generada por n-octanol deberia
provocar una disminucion de la actividad de succinato oxidasa, sin embargo, no se observa

ninguna alteracion sobre esta enzima. Lo anterior podria estar relacionado con un aumento de la
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actividad de la enzima succinato-citocromo c reductasa o del complejo 1V, lo que compensaria la

inhibicion causada sobre el complejo I1.
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Figura 28. Efecto de los metabolitos secundarios sobre la actividad de succinato deshidrogenasa.
El 100% del control corresponde a 4.064 + 0.01133 pmol DCPIP/min.mg proteina. Las diferencias
estadisticamente significativas se muestran con respecto al control. *, p<.05; **, p<.01; ***,

p<.001.

Segun estos resultados, el complejo 11 mostro ser muy sensible a la mayoria de los compuestos
evaluados. A diferencia de los inhibidores del complejo I, no hay muchos inhibidores del complejo
Il reportados. Algunos compuestos estructuralmente parecidos a la ubiquinona como atpeninas o
la harzianopiridona han mostrado alta afinidad por esta enzima (Miyadera et al., 2003). Por otra
parte, otros inhibidores como el TTFA o la carboxina no presentan similitudes estructurales con la

ubiquinona y tampoco entre si (F. Sun et al., 2005).

Para evaluar el complejo 11 se realiz6 el ensayo de NADH-citocromo c reductasa, en donde se
observo el paso de los electrones provenientes del NADH a través del complejo | hasta el
citocromo c, pasando por el complejo I11. En este caso se monitorea la reduccion del citocromo c,

blogueando el complejo IV con cianuro (Singer, 1974). Debido a que los metabolitos inhibieron
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marcadamente el complejo 11, no se evaluo el paso del complejo Il al 111. Los resultados muestran
que la enzima NADH citocromo c¢ reductasa fue inhibida por los compuestos a-humuleno, -
cariofileno, geraniol y levemente por el n-octanol en 35%, 36%, 27% y 16%, respectivamente

(p<.0001, F=11.45) (Figura 29).

De los seis metabolitos, B-cariofileno y geraniol presentaron el porcentaje de inhibicion mas
alto sobre el complejo I. Esto concuerda con la marcada inhibicion que se observd sobre el
complejo 111 por parte de estos dos metabolitos. Hay que resaltar que el geraniol inhibid las
enzimas NADH deshidrogenasa y NADH-citocromo ¢ reductasa en la misma proporcion (27%) y
que B-cariofileno inhibié 11% mas el complejo 111 que el complejo I. Es claro que el efecto del
geraniol sobre el complejo 111 se debe a la inhibicion de la NADH deshidrogenasa, igualmente
podemos plantear esta hipdtesis para B-cariofileno ya que los porcentajes de inhibicion fueron

similares.

Por otra parte, el a-humuleno presentd una leve inhibicion del complejo | (17%) y una
inhibicion pronunciada del complejo 1l (35%), presentando diferencias estadisticamente
significativas entre estos dos porcentajes (p=0.03). Esto sugiere que este compuesto presenta
inhibicion sobre el complejo 111 y ésta es independiente de su efecto sobre el complejo I. Sin
embargo, la actividad de NADH oxidasa no se vio alterada por este compuesto, lo que indicaria

que se estd compensando la inhibicion del complejo 111, probablemente en el complejo 1V.
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NADH citocromo c reductasa
1504
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acetato de geranilo
100 humuleno
cariofileno
geraniol
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Figura 29. Efecto de los metabolitos secundarios sobre NADH citocromo c reductasa. EI 100% del

control corresponde a 0.06532 + 0.02004 pmol citocromo ¢ reducido/min.mg proteina. Las

diferencias estadisticamente significativas se muestran con respecto al control. ***, p<.001.

A pesar de que los compuestos acetato de geranilo y nerol presentaron inhibicion sobre el
complejo I, al comparar estos porcentajes de inhibicidn con los del complejo I11 no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p = 0.99 y p = 1.00). Lo anterior indica que el efecto
de estos metabolitos sobre el complejo | no fue lo suficientemente pronunciado como para observar
un cambio visible en la actividad del complejo Il1. El n-octanol al igual que en el complejo I, no

presento efecto inhibitorio sobre el complejo I1I.

Los dos compuestos que presentaron mayor actividad sobre el complejo 111, a-humuleno y -
cariofileno, son isdmeros estructurales. Mientras que el p-cariofileno presenta dos anillos, uno de
nueve miembros y un ciclobutano, el a-humuleno se caracterizan por tener un monociclo de 11
carbonos. Es posible que estas estructuras ciclicas estén relacionadas con la actividad, lo cual
tendria cierta relacion con la antimicina A, la cual contiene un anillo de nueve miembros en su
estructura y actua sobre el sitio Qn del complejo I1l. Sin embargo, se necesitan ensayos mas

especificos para determinar el sitio de unién de estas moléculas (Gao et al., 2003).
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Citocromo c oxidasa

1504
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Acetato de geranilo
o-humuleno
B-cariofileno
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Figura 30. Efecto de los metabolitos secundarios sobre la actividad de citocromo c oxidasa. El
100% del control corresponde a 7.455 + 2.561 nmol citocromo ¢ reducido/min.mg proteina Las
diferencias estadisticamente significativas se muestran con respecto al control. *, p<.05; **,

p<.01; *** p<.001.

El complejo IV fue evaluado monitoreando la oxidacién del citocromo c. Los compuestos o-
humuleno y p-cariofileno inhibieron de forma muy marcada la enzima (30 y 27%,
respectivamente). El acetato de geranilo también causé una inhibicidn significativa (23%) lo cual
concuerda con el resultado sobre succinato oxidasa ya que esta fue inhibida un 27% y el compuesto
no presentd efecto inhibitorio sobre los complejos Il y Ill. El a-humuleno presentd actividad
inhibitoria pronunciada sobre los complejos II, 11 y IV, lo que concuerda con lo observado sobre
succinato oxidasa, en donde el compuesto inhibié marcadamente la enzima (32%) (p<.0001,

F=6.75) (Figura 30).

De nuevo los isomeros a-humuleno y B-cariofileno muestran la mayor inhibicion sobre la
misma enzima, posiblemente exista una relacion entre las estructuras ciclicas de estos metabolitos

con la actividad mostrada sobre el complejo IV.
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Para finalizar las enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial, a continuacién, se muestra el
efecto de los metabolitos secundarios sobre el complejo VV o ATPasa (Figura 31). Como se puede

observar, ningn compuesto presentd efecto inhibidor sobre el complejo (p=0.29, F=1.33).

El efecto de los seis metabolitos sobre las diferentes dianas evaluadas se resume en la Tabla 9.
Los metabolitos mostraron efecto inhibitorio sobre varias de las dianas evaluadas. El acetato de
geranilo, presentdé una marcada actividad inhibitoria sobre la enzima acetilcolinesterasa tanto
comercial como la evaluada en el homogeneizado de larvas, donde inhibié en mayor proporcion

que los demas metabolitos. Ademaés, su CLsp es la més baja.

ATPasa

1504
Control

Acetato de geranilo
o-humuleno
B-cariofileno
Geraniol

Nerol

% Actividad
BEZNEBMEI

Octanol

Figura 31. Efecto de los metabolitos secundarios sobre la actividad de ATPasa. El 100% del

control corresponde a 0.9471 + 0.1609 mmol fosfato/mg proteina.

El a-humuleno presento actividad inhibitoria sobre los complejos II, IIT y IV, B-cariofileno
presentd una pronunciada inhibicion sobre los complejos I, 11y IV y geraniol presento inhibicién
sobre los complejos 1 y I1. Por otra parte, los metabolitos nerol y n-octanol presentaron inhibicién
significativa s6lo sobre el complejo 11, mientras que las actividades de las oxidasas no se vieron

mayormente afectadas.
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Mientras que los isomeros cis-trans (nerol y geraniol) mostraron diferencias entre sus
actividades sobre las enzimas deshidrogenasas de los complejos | y Il (trans- presentd mayor
efecto sobre el complejo 1 y el cis- sobre el complejo II), los isdbmeros estructurales a-humuleno y
p-cariofileno mostraron un efecto inhibitorio similar en los complejo Il y IV de la cadena
respiratoria mitocondrial. Estos resultados sugieren que los complejos | y Il de larvas de Ae.

aegypti son mas especificos y pueden diferenciar isdmeros geométricos.

Tabla 9. Porcentajes de inhibicion de los metabolitos sobre las diferentes dianas evaluadas.

% de inhibicion = SD

CLso NADH Succinato | NADH
Metabolito AChE AChE NADH Succinato Cytc

[mM] deshidro- deshidro- Cytc ATPasa

comercial larvas oxidasa oxidasa oxidas
genasa genasa red

Acetato de

0.22 37+1.7 38+7.9 - 17+5.2 27+1.2 - - 23+10 -
geranilo
o-humuleno 0.20 40+0.83 - - 16+3.9 32+8.6 38+7.7 35+5.5 | 30+13 -
B-cariofileno 0.24 51+1.4 10+5.2 31+6.8 27+5.8 48+7.7 30+8.1 36+8.8 | 2710 -
Geraniol 0.55 54+1.8 26+2.6 | 20+8.7 27+3.3 41+6.4 29+11 27+10 - -
Nerol 0.56 55+0.53 19+5.1 - 16+3.8 26+10 41+7.1 - - -
n-octanol 0.75 55+0.72 - - - - 25+12 - -

Considerando los resultados anteriores, los metabolitos: acetato de geranilo, a-humuleno, p-
cariofileno y geraniol fueron seleccionados para las pruebas de actividad adulticida y para la

preparacion y evaluacion de diferentes mezclas sobre larvas.

4.4 Actividad adulticida
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Con base en los resultados del estudio del mecanismo de accidn, fueron seleccionados los cuatro
metabolitos mencionados anteriormente para evaluarlos segun su actividad adulticida. Esta prueba
se realizo con el fin de observar la relacion entre la actividad sobre las dianas evaluadas y el efecto
sobre los mosquitos adultos. Los resultados de la actividad adulticida sobre Ae. aegypti se muestran
en porcentajes de mortalidad a las 2 y 24 h de exposicion (Tabla 10). Los datos no mostraron una
distribucion normal. No existen diferencias significativas entre los tratamientos y el control,
tampoco entre las concentraciones de cada metabolito a 2 h 'y 24 h (Kruskal-Wallis test, N=16; 2

h, p=.52, F=14.11; 24 h, p= .08, F= 23.19).

Los metabolitos secundarios no presentaron efecto adulticida sobre Ae. aegypti, ya que los
porcentajes de mortalidad no superaron el 1.25% (acetato de geranilo, 30 ppm) a las 2 h de

exposicion y el 8.75% (geraniol, 300 ppm) a las 24 h de exposicion.

Probablemente la alta presién de vapor de estos metabolitos estuvo relacionada con la ausencia
de efecto adulticida, ya que de acuerdo con el protocolo que se desarrollo, el efecto generado sobre
los mosquitos se debe al compuesto remanente en las botellas luego de secarlas a temperatura
ambiente por 24 h. Por lo tanto, no se evalu6 el efecto de aplicacion directa sobre los mosquitos,

sino el efecto causado por los residuos de los metabolitos en las botellas.

Tabla 10. Porcentaje de mortalidad de los metabolitos secundarios sobre adultos de Ae. aegypti.

Mortalidad %+DE
Metabolito ppm

2h 24h




ACTIVIDAD INSECTICIDA DE METABOLITOS

SECUNDARIOS 103
Acetato de geranilo 0 0 1.69+2.36
30 1.25+1.77 3.751.77
300 0 25
1000 0 0
a-humuleno 0 0 1.67+2.36
30 0 3.751.77
300 0 3.75£1.77
1000 0 1.25+1.77
B-cariofileno 0 0 0
30 0 1.25+£1.77
300 0 0
1000 0 1.25+£1.77
Geraniol 0 0 3.33x0
30 0 5+3.56
300 0 8.75+5.30
1000 0 1.25+£1.77

4.5 Preparacion y evaluacion de las mezclas de metabolitos secundarios

Segun el estudio del mecanismo de accion, los metabolitos: acetato de geranilo, a-humuleno,
B-cariofileno y geraniol fueron seleccionados para realizar 11 mezclas a evaluar sobre larvas de
Ae. aegypti (Tabla 11). Las 11 mezclas corresponden a todas las combinaciones posibles entre los

cuatro metabolitos.

Tabla 11. Composicion de las mezclas de metabolitos
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Clso Mezclas
Metabolito

[mM] M1 Mo M; \Y/A Ms Ms | My Ms Mg Mo Mu1
Acetato de geranilo 0.22 X X X X X X X
o-humuleno 0.20 X X X X X X X
B-cariofileno 0.24 X X X X X X X
Geraniol 0.55 X X X X X X X

La actividad lavicida de las mezclas evaluadas (usando la CLsp), se muestran en porcentajes de
mortalidad a 2 y 24 h de tratamiento (Figura 32). Los datos no mostraron distribucion normal, se
presentaron diferencias significativas respecto al control (Kruskal-Wallis test, N=12; 2 h, p<.0001,

F=127.60; 24 h, p<.0001, F=113.30).

. Las mezclas M1.g presentaron mortalidad del 100% a las 24 h, sin embargo, las mezclas
Mo.11 presentaron porcentajes de mortalidad de 51, 75 y 88%. Estas ultimas tres mezclas tienen
en comin que son mezclas de dos metabolitos y ninguna contenian acetato de geranilo.
Podemos ver que las mezclas de dos metabolitos que contenian acetato de geranilo (Me-g)
presentaron mortalidad del 100% a las 24 h. Esto sugiere que el acetato de geranilo presenta un
efecto sinérgico con los demés metabolitos, aumentado su efecto larvicida cuando se encuentra
en mezclas. Si comparamos lo reportado por Vera (2014)(Vera et al., 2014) y lo encontrado en
esta investigacion, podemos observar también el efecto sinérgico del acetato de geranilo. Ya
que el aceite esencial de C. flexuosus (cuyo compuesto mayoritario es el acetato de geranilo),
presentd una CLso de 17 mg/L, mientras que la CLso del compuesto aislado fue mucho mayor

(44.2 mg/L).
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Figura 32. Porcentaje de mortalidad de mezclas de metabolitos sobre larvas de Ae. aegypti
(%omortalidad = SD). Las mezclas de metabolitos se disolvieron en DMSO al 0.5%. EI control
corresponde al 0% de mortalidad, en donde las larvas fueron tratadas con DMSO al 0.5%. Las

diferencias significativas se muestran respecto al control: a, p<.001; b, p<.01.

Al observar los resultados a las 2 h, se puede apreciar que las mezclas M1, M3 y M4 presentaron
mortalidades del 100%, y las mezclas Ms y Mg presentaron porcentajes de 87 y 82%
respectivamente. Las demas mezclas no superaron el 20% de mortalidad a este tiempo. Era de
esperarse que la mezcla My, presentara el 100% de mortalidad, ya que M1 contiene los cuatro
metabolitos. Por otra parte, las mezclas Ms 'y Mg tienen en comln los metabolitos acetato de
geranilo y geraniol al igual que la mezcla Mg. Esto sugiere que la mezcla de estos dltimos dos
compuestos potencializa el efecto mucho més que cualquiera de las otras mezclas de dos
metabolitos y que por lo tanto existe un efecto de sinergismo superior al observado en las demas
mezclas evaluadas. La efectividad de estas tres mezclas, probablemente se debe a las diferentes
dianas que se ven involucradas en su mecanismo de accion, en donde el acetato de geranilo ataca

principalmente la acetilcolinesterasa y el geraniol inhibe el complejo I y Il de la cadena
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respiratoria. Esto concuerda con el hecho de que los insecticidas mas comunes inhiben la
acetilcolinesterasa (organofosforados y carbamatos) o el complejo | de la cadena respiratoria

(rotenona y piericidina A) (Fukuto, 1990; Limmen, 1998).

También es importante destacar que el a-humuleno muestra un efecto antagonista en las
mezclas Mg y My, donde a las 24 h los porcentajes de mortalidad fueron 51 y 75%,
respectivamente. Teniendo en cuenta que estas dos mezclas (formadas por a-humuleno-f-
cariofileno y a-humuleno-geraniol, respectivamente), contienen las concentraciones CLso de
cada compuesto, se esperaria que, por efecto aditivo, los porcentajes de mortalidad fueran
cercanos al 100% a las 24 h. Sin embargo, no se presentaron diferencias significativas entre las
dos mezclas y el control, lo que indica que efectivamente se estd generando una relacion de
antagonismo entre los metabolitos. Por otra parte, la mezcla M11, conformada por B-cariofileno-
geraniol, muestran un porcentaje de mortalidad de 88% a las 24h, presentando diferencias
significativas respecto al control. Considerando que, el a-humuleno inhibi6 significativamente
el complejo Ill, a diferencia de los compuestos B-cariofileno y geraniol que afectan
principalmente el complejo 1, es posible sugerir que los metabolitos cuyas dianas de accion
involucran el complejo | tienen mayor efecto sinérgico que los metabolitos que afectan el

complejo 111 de la cadena respiratoria mitocondrial.

Por otra parte, el efecto antagonico que se observa en la mezcla Mg puede deberse a que los
compuestos a-humuleno y B-cariofileno presentan mecanismos de accion casi idénticos sobre
los complejos de la cadena respiratoria, ya que los dos inhiben los complejos 11 y IV en la
misma proporcion. Esto concuerda con el efecto observado en Mz y Ms (las cuales contienen

a-humuleno-B-cariofileno) a las 2h, ya que a diferencia de Mz y My estas mezclas no alcanzaron
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el 100% de mortalidad, siendo el efecto antagénico méas marcado en Mz (22%). Este efecto
antagonico puede estar relacionado con la competicion entre estas dos moléculas generando una
una disminucion de su actividad larvicida.(Chou & Talalay, 1984) Es posible que las mezclas Mio-
11 presenten disminucion en su actividad por esta misma razén, ya que el geraniol también

comparte dianas con los otros dos metabolitos.

Diferentes autores han reportado el efecto sinérgico en mezclas de diferentes insecticidas
comerciales contra mosquitos, moscas y cucarachas (Jones & Yardley, 1994; Reid et al., 2013; Y.
P. Sun & Johnson, 1960). Ademas, se ha demostrado que al usar insecticidas con diferentes
mecanismos de accion el efecto de resistencia en el vector disminuye (Brindley & Selim, 1984).
A pesar de que existen varios trabajos relacionados con el efecto sinérgico en mezclas de aceites
esenciales y de metabolitos secundarios, pocos de estos estudios estdn enfocados en los
mecanismos de accion de cada uno de sus componentes (Bessette, 2006; Bessette & Beigler, 2005;

Jones & Yardley, 1994; Tripathi, Upadhyay, Bhuiyan, & Bhattacharya, 2009).

5. Conclusiones

o Por medio de las herramientas bioinformaticas fue posible seleccionar siete metabolitos
acetato de geranilo, a-humuleno, B-cariofileno, geraniol, 1,8-cineol, nerol y n-octanol. Los siete
metabolitos presentaron actividad larvicida contra Ae. aegypti.

o Segun las concentraciones CLsg a las 24 h y 48 h, los metabolitos con mayor actividad
larvicida fueron o-humuleno y p-cariofileno (44 y 29 mg/L, respectivamente). Teniendo en cuenta

las CLgs, el acetato de geranilo presento la mayor actividad larvicida a 24 y 48 h (64 y 55 mg/L,
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respectivamente). Por otra parte, el 1,8-cineol present6 un CLso superior a 100 mg/L, por lo que
no se considerd como una actividad larvicida significativa.

o Los compuestos seleccionados no presentaron efecto genotdxico sobre ADN aislado de
larvas de Ae. aegypti.

o El acetato de geranilo presentd principalmente actividad inhibitoria sobre la enzima
acetilcolinesterasa tanto comercial como en homogeneizado de larvas de Ae. aegypti, ademas

inhibio el complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial.

o El a-humuleno presentd inhibicion sobre los complejos I1, 111y IV de la cadena respiratoria
mitocondrial, siento mas pronunciada su actividad sobre la enzima succinato deshidrogenasa
(complejo I1).

o El B-cariofileno presentd inhibicién sobre los complejos I, 11y 1V de la cadena respiratoria
mitocondrial, mostrando mayor inhibicion sobre la enzima succinato oxidasa (transporte de
electrones desde el complejo Il al complejo V).

o El geraniol presentd inhibicidn sobre AChE, asi como inhibicién de los complejos 1y 11 de
la cadena respiratoria mitocondrial.

o Los compuestos nerol y n-octanol mostraron solo actividad inhibitoria sobre el complejo

o El nerol mostrd inhibicion marcada sélo sobre la enzima succinato deshidrogenasa,
mientras que el n-octanol no presento inhibicion sobresaliente en ninguna de las enzimas de la

cadena respiratoria mitocondrial.
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o Los compuestos acetato de geranilo, o-humuleno, B-cariofileno y geraniol fueron
seleccionados para la preparacion de las mezclas que fueron evaluadas segln su actividad larvicida
sobre Ae. aegypti.

o Las mezclas que presentaron mayor porcentaje de mortalidad a las 2 h fueron las mezclas
M1, M3y Mg, mientras que a las 24 h las mezclas M1.g presentaron porcentajes de mortalidad
cercanos a 100%. Por otra parte, las mezclas Mo-11 mostraron los porcentajes de mortalidad mas
bajos.

o El acetato de geranilo y el geraniol mostraron efecto sinérgico, ya que en las mezclas Mz y
M4 (mezclas de tres metabolitos) el porcentaje de mortalidad fue del 100% a las 2h, y en Mg

(mezcla de dos metabolitos) el porcentaje fue de 83%.

o El a-humuleno y p-cariofileno mostraron un efecto antagonista sobre las mezclas

evaluadas, evidenciado en las mezclas M2, Ms y Mo.

6. Recomendaciones

Sin duda una de las limitantes de este trabajo fue la disponibilidad comercial de algunos
metabolitos que fueron seleccionados en el cribado virtual como es el caso del germacreno-D. Por
lo cual, una de las recomendaciones para futuras investigaciones seria aislar estos compuestos y

probar su actividad biologica en ensayos in vivo e in vitro como se realizo en este trabajo.

Ademas, teniendo en cuenta los resultados encontrados en este trabajo, vale la pena realizar

mas estudios similares a este con el fin de ampliar el nimero de plantas y por lo tanto el namero



ACTIVIDAD INSECTICIDA DE METABOLITOS
SECUNDARIOS 110

de metabolitos secundarios a evaluar. Mas adelante se podrian probar diferentes mezclas con los
metabolitos mas activos en busqueda de un efecto insecticida potencializado y sin efectos toxicos

adversos.

Otro aspecto importante esta relacionado con la profundizacion en la investigacion de la
toxicidad de los metabolitos que fueron probados en este estudio, ya que si bien en esta
investigacion se observd su efecto sobre el ADN de Ae. aegypti, se requieren de estudios mas
especificos para corroborar sus efectos genotoxicos. Se podrian desarrollar ensayos tipo cometa
sobre células humanas, o pruebas in vivo de mutagenicidad o carcinogénesis en ratones para

confirmar que estos compuestos son inofensivos para el ser humano.

Teniendo en cuenta lo observado en el ensayo de actividad adulticida por causa de la
volatilidad de los compuestos, seria interesante que en un estudio futuro se pruebe su efecto por
contacto empleando diferentes ensayos bioldgicos como por ejemplo la prueba de susceptibilidad
de la OMS, en donde se usan papeles impregnados por el insecticida.(Organizacién Mundial de la

Salud, 2015)

Por ultimo, se recomienda ampliar el niamero de dianas para determinar el mecanismo de
accion de estos compuestos, ya que los compuestos pueden actuar por rutas diferentes a las
evaluadas en este trabajo, como por ejemplo sobre los receptores octopaminérgicos o podrian estar

involucrados en el crecimiento.
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Apendice A. Matriz de valores obtenidos por las herramientas Molinspiration y Osiris.

Propiedades fisicoquimicias

Actividad Bioldgica?

Riesgos de Toxicidad®

Similitud con drogas

Modulador  Inhibid Inhibidor Inhibidor Efectos
peso Ligando Receptor Mutagé Tumoro- Irritant Druglike-  Drug-
N° | metabolito LogP PSA de canal or de de enzimatic reproduc-
molecular GPCR nuclear -nico génico e ness? score®
iénico quinasa proteasa 0 tivos
1| Acetato de benzoilo 150.18 198 2630 |04 s 185 131 095 455 |3 3 3 1 -3.39 0.31
2| Acetato de geranilo 196.29 391 2630 |03 oo4 064 121 <155 g9 3 3 3 2 -4.47 0.35
3 | Benzoato de bencilo 212.25 370 2630 |034 172 126 -033  -142 038 1 1 3 1 -2.14 0.46
4| Benzoato de metilo 136.15 211 2630 |091 001 246 -122 048 078 1 1 1 1 477 0.27
5 | Biciclosesquifelandreno | 204.36 55 0 088 -01 111 g0 138 003 1 1 1 1 -2.81 0.42
6 | p-Bourboneno 204.36 554 0 006 911 131 1943 079 a9 1 1 1 1 -2.76 0.45
7| -cariofileno 204.36 517 0 009 gog 126 g3 095 919 1 1 1 1 -2.91 0.27
8 Carvacrol 150.22 3.24 20.23 -0.21 -0.53 -15 -1.17 -1.55 -0.57 1 1 1 1 -4.72 0.24

2 Los valores mas positivos indican mayor interaccién con la diana bioldgica (valores positivos resaltados en amarillo).
3 Los resultados del riesgo de toxicidad se expresan asi: 1-libre de toxicidad, 2-medianamente téxico y 3-toxico.

4 Los valores mas positivos indican mayor similitud estructural con compuestos bioldgicamente activos conocidos comercialmente.
® Los puntajes mas cercanos a 1 indican un comportamiento general (absorcién intestinal y riesgo de toxicidad) similar al de los compuestos activos conocidos.
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-0.33
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-0.79

-1.18

-0.47

-1.09

-0.37

0.01

-0.69

-0.08

-0.43

-0.51

-0.11

0.07

-1.13

0.04

-0.54

-0.23

0.07

-0.14

-0.18

-1.58

-0.81

-0.78

-2.01

-1.62

-0.78

-0.87

-1.55

-1.17

-0.92

-1.51

-1.6

-1.29

-1.4

-1.06

-0.92

-1.51

-1.6

-1.29

-1.4

-2

-1.06

-2.07

-1.32

0.32

0.26

-1,31

-1,21

-0.33

-1.21

-0.46

-1.42

-0.48

-1.38

-0.95

-1.55

-1.42

-0.48

-1.38

-0.57

-0.15

0.28

-0.43

-0.86

-0.52

-0.07

-0.78

-0.15

0.28

-0.43

-0.86

-0.52

-0.07

0.02

0.02

0.28

0.26

0.33

-0.32

-0.96

0.07

-0.38

-0.73

138

-2.9

-3.21

-3.02

-1.93

-17.98

-0.17

-3.17

-3.71

-2.82

-3.02

-1.47

-4.24

-2.02

-7.43

-7.8

-7.41

0.47

0.11

0.27

0.06

0.1

0.27

0.41

0.31

0.39

0.47

0.53

0.25

0.5

0.3

0.28




25

26

27

28

29

30

31

32

33

ACTIVIDAD INSECTICIDA DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Neral (citral: geranial y

neral)

Nerol

Trans-B-ocimene

n-octanol

o-Pineno

B-Pineno

Piperitenone

Piperitone

Sabinene

152.24

154.25

136.24

130.23

136.24

136.24

150.22

152.24

136.24

3.65

3.2

3.97

3.14

3.54

3.33

2.56

3.20

3.1

17.07

20.23

20.23

17.07

17.07

-0.71

-0.99

-0.17

-0.73

-1.87

-1.23

-0.98

-0.81

-0.34

0.07

-0.37

-0.38

-0.73

-0.56

-0.24

-0.61

-2.07

-2.11

-1.37

-1.4

-0.58

-1.4

-1.24

-1.04

-1.17

-0.32

-0.96

-0.49

-1.37

-1.4

-0.58

-1.24

-1.04

-0.18

-0.15

-0.46

-0.23

-0.27

-0.57

-0.15

0.28

-0.43

0.02

0.28

0.06

-0.38

-0.73

-0.56

-0.24

-0.61

139

-2.78

-3.57

-7.31

-3.75

-7.56

-21.34

-7.53

-3.02

-1.47

0.17

0.17

0.17

0.11

0.47

0.14

0.29

0.06

0.29

Apéndice B. CLso relativo calculado para los metabolitos.




ACTIVIDAD INSECTICIDA DE METABOLITOS SECUNDARIOS 140
C. odorata C. flexuosus C. citratus C.sinensis  E. citriodora L. origanoides  S. glutinosa T. lucida
CLs0=52.9 CLso=17.1 ClLso= CLs0=20.6 CLso=71.2 albe CLs0=53.3 CLs0=65.7 CLs0=66.2
CLs0=42.2 ppm
ppm ppm 123.3 ppm ppm ppm ppm ppm ppm
CLso CLso ClLso CLso ClLso CLso ClLso Clso CLso
Metabolito % % % % % % % % %
relat. relat. relat. relat. relat. relat. relat. relat. relat.
Acetato de benzoilo 18.2 9.6278
Acetato de geranilo 10 1.71
Benzoato de bencilo 12.3 6.5067
Benzoato de metilo 10 5.29
Bicyclosesquiphellandrene 9 3.798
B-Bourbonene 38 20102 2 0.342 1.3 0.5486 25 13325 15 0.9855
B-caryophyllene 38 20102 2 0.342 1.3 0.5486 25 1.3325
Carvacrol 0 32,3 17.2159
Carvona 38.3 16.1626
p-cimeno 12 6.396
1,8-cineol 3.4 24208 3 1971
Citronelal 49.3 35.102
Citronelol 13 9.256
p-cresil metil eter 84  4.4436

E-geranial
Z-geranial

Geraniol

375 6.4125 26

375 6.4125 26

9 1.539

29  3.5757

32.058

32.058
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Germacreno D 78  4.1262 81 53217

a-Humuleno 12.9 9.1848 14 0.7462

Isopulegol 12,9 9.1848 1.4 0.7462

Limoneno 71.3 14.688 31.8 13.419 44  2.8908

Linalool 141 7.4589 18 22194 54 11124 29 2.0648 0.3 0.1986
Metil chavicol 92.1 60.97
B-mirceno 20.2 24907 5 1.03 28 14924 59 3.9058
Neral (citral: geranial y neral) 28.2 4.8222 29 35.757 5.9 3.9058
Nerol 3 3.699

Trans-B-ocimene 2 0.412 1.3 0.8606
n-octanol 2 0.412 1.3 0.8606
a-Pineno 15 0.7935 12 7.884

B-Pineno 29 20648 44 1.8568 49.6 32.5872

Piperitenone 29 20648 4.4 1.8568 49.6 32.5872

Piperitone 2.6 1.0972

Sabinene 1.6 0.3296 11 7.227

En la tabla se reporta el porcentaje (%) de cada metabolito en el aceite esencial y al frente el CLso relativo calculado (CLso relat.)



