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Resumen

Titulo: Evaluacién del mecanismo de accion de compuestos de origen natural con accién ixodicida sobre
la acetilcolinesterasa y el metabolismo bioenergético mitocondrial de Rhipicephalus microplus

Autor: Andrés Felipe Cabezas Cardenas

Palabras Clave: Mecanismo de accion, Rhipicephalus microplus, carvacrol, mitocondria,
acetilcolinesterasa

El desarrollo de resistencia por parte de las garrapatas de la especie Rhipicephalus microplus hacia los acaricidas
comerciales ha ido en crecimiento en los Gltimos afios, representando un desafio significativo para la salud
animal, el equilibrio del ecosistema, la soberania alimentaria y la economia de la industria ganadera. La blsqueda
de alternativas mas seguras y eficaces ha llevado al estudio de metabolitos secundarios de plantas, conocidos
por sus diversas propiedades bioactivas que pueden ser utilizadas en el control de plagas. Este trabajo de
investigacion se centra en la busqueda de moléculas capaces de afectar los complejos I, 11, 111 y 1V de la cadena
transportadora de electrones de la mitocondria, asi como la ATP sintasa y la acetilcolinesterasa de R. microplus.
Estas enzimas y complejos de proteinas mitocondriales son esenciales para la supervivencia y reproduccion de
las garrapatas, por lo que su inhibicién podria resultar en una estrategia eficaz de control de esta plaga. De
manera que, el objetivo principal de este trabajo consistid en identificar posibles mecanismos de accién de

compuestos naturales contra estos parasitos.

La metodologia empleada consistid en realizar ensayos in vitro con homogenizados de larvas de garrapata para
evaluar la actividad enzimatica en presencia del metabolito secundario: carvacrol. Los resultados mostraron una
inhibicidn significativa en varios de los complejos y enzimas estudiados, incluida la reduccion en la actividad
de la NADH deshidrogenasa (complejo 1) en un 18.78 + 1.67%, NADH y succinato citocromo ¢ reductasa
(Complejo 111) en un 29.95 + 3.30% y 23.16 + 4.55% respectivamente, citocromo ¢ oxidasa (Complejo V) en
un 34.83 + 4.41% vy la acetilcolinesterasa en un 27.02 £ 2.95%. Estos hallazgos sugieren que el carvacrol
interfiere con la produccién de energia y la neurotransmision de las garrapatas, explicando asi su efecto acaricida.
Los resultados obtenidos demuestran que el carvacrol act(ia de manera inhibitoria sobre enzimas esenciales para
las larvas de R. microplus, ofreciendo una alternativa prometedora en la lucha contra la resistencia a los
acaricidas y sugiriendo un mayor uso de metabolitos secundarios de plantas como estrategias sostenibles en la
gestion de plagas. La comprension de los mecanismos de accidn impacta en el desarrollo de nuevas vias para el
control de plagas, estrategias mas seguras y efectivas, contribuyendo a la sostenibilidad de la economia en la

industria ganadera, la conservacion del medio ambiente y la proteccién de la salud humana y animal.
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Abstract

Title: Evaluation of the mechanism of action of natural compounds with ixodicidal activity on
acetylcholinesterase and mitochondrial bioenergetic metabolism in Rhipicephalus microplus

Author: Andrés Felipe Cabezas Céardenas

Key Words: Mechanism of action, Rhipicephalus microplus, carvacrol, mitochondria, acetylcholinesterase

The development of resistance by Rhipicephalus microplus ticks to commercial acaricides has increased in recent
years, posing a significant challenge to animal health, ecosystem balance, food sovereignty, and the economy of
the livestock industry. The search for safer and more effective alternatives has led to the study of plant secondary
metabolites, known for their various bioactive properties that can be used in pest control. This research focuses
on finding molecules capable of affecting complexes 1, I1, I1l, and IV of the mitochondrial electron transport
chain, as well as ATP synthase and acetylcholinesterase in R. microplus. These enzymes and mitochondrial
protein complexes are essential for the survival and reproduction of ticks, so their inhibition could be an effective
strategy for controlling this pest. Therefore, the main objective of this work was to identify possible mechanisms

of action of natural compounds against these parasites.

The methodology used consisted of conducting in vitro assays with tick larval homogenates to evaluate
enzymatic activity in the presence of the secondary metabolite, carvacrol. The results showed significant
inhibition in several of the complexes and enzymes studied, including a reduction in the activity of NADH
dehydrogenase (complex I) by 18.78 + 1.67%, NADH and succinate cytochrome ¢ reductase (complex Il1) by
29.95 + 3.30% and 23.16 + 4.55%, respectively, cytochrome c oxidase (complex 1V) by 34.83 + 4.41%, and
acetylcholinesterase by 27.02 + 2.95%. These findings suggest that carvacrol interferes with the energy
production and neurotransmission of ticks, thus explaining its acaricidal effect. The results obtained demonstrate
that carvacrol acts as an inhibitor of essential enzymes in R. microplus larvae, offering a promising alternative
in the fight against acaricide resistance and suggesting an increased use of plant secondary metabolites as
sustainable strategies in pest management. Understanding the mechanisms of action impacts the development of
new avenues for pest control, leading to safer and more effective strategies that contribute to the sustainability

of the livestock industry economy, environmental conservation, and the protection of human and animal health.
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Introduccion

La garrapata Rhipicephalus microplus es una de las principales plagas que afectan a la industria

ganadera a nivel mundial, causando pérdidas econémicas significativas debido a su capacidad de

transmitir diversas enfermedades a los animales, como la babesiosis y la anaplasmosis (Satti et al.

2021). El control de esta plaga se ha basado tradicionalmente en el uso de acaricidas de sintesis
quimica. Sin embargo, el uso extensivo e indiscriminado de estos productos ha llevado al
desarrollo de resistencia en las poblaciones de garrapatas, lo que ha reducido su eficacia y ha
incrementado los costos de produccion de lacteos y carnes debido al aumento de las dosis de

acaricidas aplicados y el constante cambio de productos (Gupta et al., 2023; Rodriguez-Vivas et

al., 2018). Ademas, los acaricidas comerciales pueden tener efectos adversos en el medio ambiente

y en la salud humana, lo que ha generado una creciente preocupacion por encontrar alternativas

mas seguras Yy sostenibles (Porrini et al., 2020; Tihelka, 2018; van Wieren et al., 2016).

Ante este panorama, surge la necesidad de explorar nuevas estrategias para el control de R.
microplus que sean efectivas, ecolégicamente sostenibles y seguras para la salud humanay animal.
Una de las alternativas mas prometedoras es el uso de compuestos naturales, especificamente
metabolitos secundarios de plantas, que han demostrado poseer propiedades bioactivas contra una
amplia variedad de plagas y enfermedades. Estos compuestos naturales representan una fuente rica
y diversa de posibles acaricidas con diferentes mecanismos de accion, que podrian contrarrestar la

resistencia desarrollada por las garrapatas a los productos quimicos convencionales (Yadav et al.

2022).
El uso de metabolitos secundarios de plantas como agentes ixodicidas ofrece varias ventajas sobre

los acaricidas sintéticos. En primer lugar, estos compuestos suelen ser biodegradables y menos
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toxicos para el medio ambiente, lo que reduce el riesgo de contaminacion y los impactos negativos

en la biodiversidad (Shanmuganath et al., 2021). En segundo lugar, los metabolitos secundarios de

plantas pueden tener maltiples mecanismos de accion, lo que dificulta el desarrollo de resistencia
por parte de las garrapatas y prolonga la efectividad de los tratamientos. Ademas, muchos de estos
compuestos han sido utilizados tradicionalmente en la medicina y la agricultura, lo que
proporciona una base de conocimiento y experiencia que puede facilitar su adopcion y aceptacion

(Adenubi et al., 2016; Quadros et al., 2020).

Este estudio se enfoco en evaluar el mecanismo de accion de un compuesto de origen natural, el
carvacrol, sobre la acetilcolinesterasa y el metabolismo bioenergético mitocondrial de R.
microplus, las cuales son dianas farmacoldgicas de interés en el disefio de pesticidas (Duque et al.

2023; Vanegas-Estévez et al. 2024; Borrero-Landazabal et al. 2020). La acetilcolinesterasa es una

enzima clave en la neurotransmision, responsable de la degradacion de la acetilcolina en la
sinapsis. La inhibicion de esta enzima puede causar una acumulacion de acetilcolina, lo que resulta
en una interrupcion de la transmision nerviosa y, eventualmente, la muerte de la garrapata (Cardoso

et al., 2020). Por otro lado, la cadena transportadora de electrones y la ATP sintasa son

componentes cruciales del metabolismo bioenergético mitocondrial, responsables de la produccion
de ATP, la principal fuente de energia celular. La inhibicién de estos procesos puede comprometer

la viabilidad celular y reducir la capacidad de supervivencia de las garrapatas (Sparks & Deamicis,

2012).
La identificacion y caracterizacion de compuestos naturales que puedan inhibir eficazmente estas
enzimas y procesos bioenergeticos es esencial para desarrollar nuevas estrategias de control de

garrapatas. Este enfoque no solo puede proporcionar soluciones méas seguras y sostenibles, sino

11
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que también puede contribuir a una mejor comprension de los mecanismos de accion de los

compuestos naturales y su potencial uso en la gestién integrada de plagas.

1. Marco de referencia y antecedentes
1.1. Rhipicephalus microplus
Es una especie de garrapata perteneciente a la familia Ixodidae y al género Rhipicephalus.
Este género de garrapatas, son los principales vectores de enfermedades de gran impacto en la
industria ganadera como la babesiosis y anaplasmosis, incluidas las especies Rhipicephalus
annulatus, R. bursa, R. calcaratus, R. decoloratus, R. evertsi, R. microplus, R. bursa, R. evertsi,

R. sanguineus y R. simus (WOAH, 2023a). Sin embargo, en Colombia, R. microplus es la especie

con mayor presencia en el ganado, encontrandose en 28 de los 32 departamentos del pais, y siendo

la principal causa de las pérdidas econdémicas en la industria bovina (Acevedo-Gutiérrez et al.,

2020; Ferreira et al., 2022).

R. microplus hace parte de las especies de garrapatas duras, debido a que cuentan con una

coraza de quitina en la zona posterior del torso (Cossio-Bayugar et al., 2023). Las larvas cuentan

con tres (3) pares de patas, que aumentan a cuatro (4) pares una vez pasan al estadio de ninfa 'y
adulta, siendo el primer par de patas el portador del principal 6rgano quimiorreceptor de las
garrapatas, el rgano de Haller.

Esta especie de garrapata es originaria de Asia, sin embargo, a causa del fenomeno de
globalizaciéon y el comercio de ganado, se ha distribuido globalmente en zonas tropicales y
subtropicales. Hoy dia tiene presencia principalmente en América Latina, el Caribe, y algunas

zonas de Asia, Africa y Australia (Makenov et al., 2021; Kanduma et al., 2020).

12
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Figura 1. Garrapata R. microplus

Nota. Comparacion de tamarios de los diferentes estadios: larva, ninfa y adulta. Tomado de

USDA, (2024).

El ciclo de vida de R. microplus se divide en dos tipos, un ciclo parasitico de un solo
hospedero y uno no parasitico. El ciclo de vida parasitico ocurre sobre el hospedero y suele durar
aproximadamente 23 dias, en este ciclo la garrapata se alimenta constantemente del animal,
pasando por los estadios de larva, ninfa y adulta, siendo este Gltimo donde se da el apareamiento

y posterior ingurgitacion de las hembras (Nufiez et al., 1982). Por otro lado, en el ciclo de vida no

parasitico, las garrapatas hembras ingurgitadas caen al suelo y realizan la oviposicién en un lugar
cuyas condiciones de temperatura y humedad sean favorables para su desarrollo. El periodo de
oviposicion dura entre 8 y 9 dias aproximadamente, mientras que el periodo de eclosion de los

huevos es en promedio de 21 dias (Senbill et al., 2018). Una vez han eclosionado, las larvas suben

por el pasto y esperan en las puntas de este el paso de un hospedero, sobreviviendo hasta por 160

dias sin alimentarse en las condiciones adecuadas (Estrela et al., 2007).

13



MECANISMO DE ACCION ACARICIDA SOBRE R. microplus

Figura 2. Ciclo de vida de R. microplus
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Nota. 1) Garrapata adulta ingurgitada realizando la oviposicion, lo cual dura entre 8 y 9 dias. 2)
Eclosion de los huevos luego de 21 dias de la oviposicién. 3) Larvas después de la eclosion,
subiendo por los pastos en busca de hospedero. 4) Larvas en el hospedero, empezando el ciclo de
vida parasitico. 5) La larva muda a ninfa a los 8-14 dias de alimentarse. 6) La ninfa muda a
adulta en 15-21 dias de alimentacion. En este estadio se da la diferenciacion de sexos y el
apareamiento sobre el hospedero. 7) Las hembras se alimentan hasta mudar a adultas
ingurgitadas, donde caen al suelo a buscar un lugar idéneo para la oviposicion, reiniciando el

ciclo (Bandaranayaka et al., 2021). Imagen adaptada de Garcia-Ponce et. al. (2024).

1.2. Babesiosis, anaplasmosis y otras fuentes de las pérdidas econémicas causadas por R.
microplus

A nivel mundial, la garrapata R. microplus es una de las principales causantes de pérdidas
economicas en el sector ganadero. La infestacion de los bovinos por esta especie de garrapata
puede causar pérdidas considerables de sangre, anemia, disminucién de peso y reduccion de la
produccidn de leche, asi como pérdidas en la calidad de la carne, lacteos, pieles y demas productos

obtenidos a partir de los animales (Dominguez et al., 2016; Tabor et al., 2017; Thinnabut et al.,
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2023). Por otro lado, R. microplus es el principal vector de enfermedades en el ganado tales como
la babesiosis y la anaplasmosis, enfermedades que afectan a un gran porcentaje de los bovinos a

nivel mundial, y pueden tener consecuencias letales (CESPH, 2008).

La babesiosis es una enfermedad infecciosa transmitida a los bovinos por los parasitos
protozoarios del género Babesia, en especial las especies Babesia bovis y Babesia bigemina (Gray

& De Vos, 1981). La infeccion por estos parasitos se caracteriza por presentar fiebre alta, ataxia,

anemia, anorexia, hemoglobinuria, shock circulatorio, algunos sintomas nerviosos, como

convulsiones, coma e incluso la muerte (Underwood et al., 2015). El tratamiento que existe hoy

dia para la enfermedad es a través de vacunas, las cuales pueden llegar a ser efectivas si es

detectada en una fase temprana (WOAH, 2023b). Sin embargo, hoy dia no existe una vacuna que

sea eficiente y segura para los animales, esto debido a la creciente complejidad de la relacién que
existe entre el parasito, el vector y el hospedero, sumado a la generacion de resistencia por parte

de los parésitos y garrapatas, y los constantes cambios climéticos (Mosgueda et al., 2012; Jacob et

al., 2020).
La anaplasmosis es una enfermedad bacteriana hemolitica causada por la bacteria

Anaplasma marginale. Sus sintomas incluyen anemia, ataxia, pérdida de peso, reduccién en la

produccion de leche, abortos espontaneos y muerte de los animales adultos (Kocan et al., 2010;

Spare et al., 2020). Esta enfermedad presenta sintomas similares a los de la babesiosis, y se puede

llegar a confundir entre ambas; sin embargo, la anaplasmosis no presenta hemoglobinuria, que es

la principal forma no diagnostica de diferenciarlas (WOAH, 2023a). Los bovinos pueden ser

infectados con la enfermedad a cualquier edad, no obstante, la mortalidad aumenta con la edad de
los animales. Ademas, una vez los becerros son infectados, se convierten en portadores de por

vida, aun si no presentan sintomas de la enfermedad (WOAH, 2023a; Richey, 1991). El
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tratamiento contra la enfermedad se basa en el mantenimiento de ganado libre de Anaplasma
marginale, lo que incluye controles, realizacion de pruebas diagnosticas y eliminacion de los
animales infectados; ademés del control de garrapatas y la aplicacion de vacunas y antibiéticos

(Aubry & Geale, 2011).

Debido a los factores mencionados, R. microplus causa pérdidas econémicas millonarias
anuales. En Brasil se estiman pérdidas de $34.61 dolares por animal cada afio, teniendo en cuenta

Unicamente la pérdida de peso en ganado para carne de consumo humano (Calvano et al., 2019),

mientras que en 2014 se estimaron pérdidas de 3200 millones de ddlares anuales teniendo en
cuenta tanto pérdidas de carne, como de lacteos y demas productos derivados del ganado (Grisi et

al., 2014). Por su parte, en Colombia en el afio 2017 se tuvieron pérdidas de alrededor de 168

millones de ddlares a causa de los problemas causados por esta especie de garrapata (Singh et al.,
2022); mientras que, a nivel global, las pérdidas aumentan a 22000-30000 millones de dolares

anuales (Pereira et al., 2022).

1.3. Acaricidas y estrategias para su disefio
Los acaricidas constituyen la principal herramienta utilizada para combatir los efectos

adversos causados por las garrapatas (Sonenshine et al., 2002). Estos son productos cuyo principio

activo ataca directamente a diversos procesos bioldgicos de estos parasitos, como puede ser la
comunicacion en su sistema nervioso central o el metabolismo de diferentes biomoléculas. Pese a
que suelen ser muy utiles para el control de las garrapatas, el uso prolongado de acaricidas tiene
efectos desfavorables para el medio ambiente y para el propio sistema de control de los acaros.

Efectos tales como la destruccién de los ecosistemas circundantes (Van Wieren et al., 2016), la

afectacion de especies no objetivo (Desneux et al., 2007), y la generacion de resistencia por parte

de las garrapatas afectando la eficiencia de los productos acaricidas y causando la necesidad de la
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aplicacion de dosis mas concentradas o con mayor frecuencia (Valencia et al., 2017). Ademas,

provocan un mayor deterioro econdémico para los productores debido al aumento en la compra de

insumos e intoxicacion de animales y trabajadores (Dennehy et al., 1990; Rodriguez Vivas et al.,

2014).

Estos efectos adversos se pueden prevenir o solucionar a través de diferentes métodos,
como la formulacién o la busqueda de otros compuestos capaces de controlar a las garrapatas sin
generar problemas ambientales. Sin embargo, esto no soluciona la generacién de resistencia por
parte de las garrapatas, el cual es el problema que genera mayores consecuencias. Para dar solucion
a esto, una de las principales estrategias es el estudio de los mecanismos de accion de los
compuestos con actividad acaricida. Esto debido a que, al conocerlo, se puede optimizar la
formulacion del producto acaricida, obteniendo mejor eficacia de mortalidad y ahorro en tiempo y

recursos econémicos (Feng et al., 2020). Ademas, al conocer el target del compuesto, se puede

utilizar en conjunto con otros productos o0 compuestos, generando efectos sinérgicos que potencian
la accion acaricida, que al ser aplicados en un sistema rotativo de acaricidas disminuye

notablemente la generacion de resistencia por parte de las garrapatas (Franca et al., 2013; Thullner

et al., 2007).

1.3.1 Acaricidas actuales y su mecanismo de accion
Hoy dia existen diferentes acaricidas de origen natural y sintético que cuentan con buena
eficacia en el control contra las garrapatas. Entre los principios activos con actividad acaricida mas

utilizados se encuentran (Adenubi et al., 2018):

1.3.1.1. Organoclorados
Los acaricidas organoclorados como el diclorodifeniltricloroetano (DDT) fueron

ampliamente utilizados alrededor del mundo entre 1940 y 1970, debido a su alta efectividad en el
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control de las garrapatas y otros parasitos. Sin embargo, su alta toxicidad, lenta degradacion y alta
bioacumulacion en el ambiente ha hecho que su uso haya sido prohibido en varios paises (Jayaraj

et al., 2016). EI mecanismo de accion de los organoclorados varia dependiendo del compuesto.

Los acaricidas similares al DDT actuan sobre el sistema nervioso, inhibiendo la activacion de los
canales de sodio; mientras que los acaricidas de la familia de los ciclodienos, debido a la similitud
estructural con la picrotoxina, antagonista del receptor de acido y-aminobutirico (GABA), causan
una hiperexcitacion del sistema central, causando convulsiones y posterior muerte (Gupta, 2011).

1.3.1.2. Organofosforados

Los organofosforados son compuestos derivados de los &cidos fosforico, fosfonico e
hipofosforoso. Son el principio activo acaricida mas utilizado a nivel mundial. Altamente nocivos
para la salud, habiéndose reportado casos de alteraciones respiratorias, metabdlicas y neuroldgicas
en seres humanos tras la exposicion a estos compuestos. Los organofosfosfatos actGan como
inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa, generando desbalances en la transmision de sefiales
neuronales (Terry, 2012). Entre las moléculas més utilizadas en el control de garrapatas se
encuentran el malation y el clorpirifos, pero estos han sido reportados como agentes toxicos para
organismos benéficos para ecosistemas circundantes al sitio de aplicacion, como abejas, aves y

peces (Johnson et al., 2010)

1.3.1.3. Formamidinas
Los acaricidas cuyo principio activo son las formamidinas, se usan principalmente para el
control de acaros y pulgas. Sin embargo, el amitraz, también ha sido reportado como un potente

agente acaricida contra garrapatas (Nolan, 1981). El amitraz actta interfiriendo los receptores de

octopamina, estimulando la accion de las oxidasas de monoaminas, induciendo la produccion de

adenosin monofosfato ciclico (CAMP) y guanosin monofosfato ciclico (cGMP), lo cual altera
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diferentes funciones celulares, como la induccion de la apoptosis o la transmision de sefiales

nerviosas (Beugnet & Franc, 2012).

1.3.1.4. Piretroides
Los piretroides son la segunda familia de moléculas mas utilizadas a nivel mundial para el

control de plagas, despueés de los organofosforados (Agwunobi et al., 2021). Pueden tener efectos

tanto repelentes como acaricidas, dependiendo de la concentracion y formulacién en la cual sean
presentados. Algunos piretroides comunes utilizados para el control de plagas son la cipermetrina,
deltametrina y la permetrina. Su mecanismo de accion se basa en la irrupcion de los canales de
sodio dependientes de voltaje en las membranas neuronales, evitando asi su cierre y permitiendo
la entrada continua de iones sodio a la neurona, causando una despolarizacion prolongada, lo que
tiene consecuencias como hiperactividad, espasmos, paréalisis y finalmente la muerte (Soderlund,
2010, 2012).

Figura 3. Ejemplos de uso comun de las principales familias de acaricidas comerciales.

Organoclorados Organofosfatos
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HiC CH,
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Nota. Estructuras realizadas con el software ChemDraw.
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1.3.2. La mitocondria como diana farmacoldgica

La mitocondria es el principal organelo encargado de la produccion de energia en forma
de ATP. Esta funcién la realiza en presencia de oxigeno molecular y utiliza como sustrato el
AcetilCoA, biomolécula producida en rutas metabdlicas como la glucolisis y la B-oxidacion

(Detmer & Chan, 2007). La produccion de energia se da por medio de procesos de 6xido-reduccion

catalizados por cuatro complejos enzimaticos que se encargan de realizar un transporte de
electrones desde los sustratos iniciales (NADH y succinato) hasta el oxigeno molecular, con el fin
de generar un potencial de membrana causado por el movimiento de protones desde la matriz al
espacio intermembrana a través de la membrana interna; potencial de membrana utilizado por la

enzima ATP sintasa para sintetizar ATP a partir de ADP y Pi (Nelson & Cox, 2021; Sousa et al.,

2018). En la figura 4 se puede observar el modelo general de la produccion de energia por parte
de las mitocondrias.

Existen varios acaricidas reportados con accion sobre la mitocondria, como por ejemplo la
avermectina y el fipronil tienen efecto de induccion de apoptosis en células humanas, medido a
través de la reduccidn de la respiracion y la generacion de especies reactivas de oxigeno (Vidau et

al., 2011; Zhang et al., 2016). Cualquier compuesto con efecto sobre algiin complejo enzimatico

de la mitocondria puede causar disminucion en la produccién de ATP y posible actividad acaricida
contra las garrapatas, por lo que para este proyecto se decidid trabajar con todos los complejos

enzimaticos de la cadena transportadora de electrones y la ATP sintasa.
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Figura 4. Modelo de la produccion de ATP por medio de la cadena respiratoria mitocondrial.
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Nota. Basado en Nelson & Cox (2021).

1.3.2.1. Complejo I

Conocido como NADH deshidrogenasa, es un gran complejo enziméatico compuesto por
42 cadenas polipeptidicas que se organizan en forma de L, con un brazo incrustado en la membrana
interna y el otro dirigido hacia la matriz. Posee varios centros de hierro-azufre, que son los
encargados de los procesos de oxidorreduccion que transportan los electrones a través del
complejo. Este complejo cataliza dos procesos, la oxidacion del NADH a NAD*y reduccién de
la ubiquinona a ubiquinol tomando dos protones de la matriz interna, y el movimiento de cuatro
protones desde la matriz hasta el espacio intermembrana (Ecuacion 1). Este movimiento de
protones hace que la matriz interna se cargue negativamente, mientras que el espacio
intermembrana se cargue positivamente, generando un potencial de membrana. Por lo tanto, el

complejo | funciona como una bomba de protones, al igual que otros complejos de la cadena
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transportadora de electrones (Nelson & Cox, 2021). El funcionamiento de este complejo puede ser

mejor observado en la figura 5.

Al ocurrir una inhibicién del complejo | de la cadena transportadora de electrones se
disminuye la produccion de energia por parte de la mitocondria de manera considerable, puesto
que el complejo | no bombearé protones, y los electrones no serén transportados a la ubiquinona 'y
por consiguiente al resto de complejos de la cadena transportadora de electrones; disminuyendo
significativamente la formacion del potencial de membrana. En algunos casos la inhibicion del
complejo | puede ser de beneficio, por ejemplo, se ha demostrado que puede ayudar en el
tratamiento contra el cancer, disminuyendo el crecimiento de estas células en diferentes 6rganos

(Yoshida et al., 2021); o también se ha demostrado que usando metformina, la cual disminuye la

actividad del complejo I, se puede contrarrestar el efecto de hepatotoxicidad del trixido de

arsénico (Ling et al., 2017).

NADH + 5H* y4triz + Q = NAD' + QH, + 4HY ¢ 1htermembrana €y

Figura 5. Modelo del complejo | mitocondrial.
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Nota. Este complejo cataliza la oxidacion del NADH a NAD*, los electrones son transportados a

una molécula de flavin mononucledtido (FMN) el cual es reducido a FMNH>. Después, el
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FMNH: es oxidado nuevamente a FMN, y los electrones pasan a los centros de 6xido reduccién
de hierro y azufre (Fe-S), en donde seréan transportados hasta el sitio de union de la ubiquinona
(Q), que seré finalmente reducida a ubiquinol (QH>). Este transporte de electrones a la
ubiquinona est& acoplado al transporte de cuatro protones desde la matriz interna hasta el espacio

intermembrana. Diagrama adaptado de Nichols & Ferguson (2014).

Existen diversos inhibidores conocidos del complejo | que pueden ser utilizados como
posibles acaricidas pertenecientes a familias de compuestos quimicos como pirazoles, piridinas,

piramidias y quinazolinas (Limmen, 1998), las cuales han presentado resultados favorables en el

control de plagas. Algunos de los mas conocidos son la rotenona y la piericidina A, los cuales son

insecticidas naturales producidos por plantas y bacterias (Dalefield, 2017; Gupta, 2014; Zhou &

Fenical, 2016). La rotenona actta especificamente en el paso de electrones desde los centros de
hierro azufre hasta la ubiquinona, bloqueando asi de manera total la cadena transportadora de
electrones alimentada a través de NADH, disminuyendo la produccion de ATP. Ademas, la
transferencia incompleta de electrones por la cadena hacia el oxigeno molecular fomenta la

generacion de especies reactivas de oxigeno, que pueden llevar a la apoptosis (Heinz et al., 2017).

1.3.2.2. Complejo Il

Conocido como succinato deshidrogenasa, es el segundo punto de alimentacién de
electrones de la cadena transportadora de electrones de la mitocondria, tomandolos de la oxidacion
del succinato para reducir la ubiquinona a ubiquinol (Ecuacién 2), utilizando como cofactor el
FADH: y centros de oxidoreduccion de hierro-azufre. El complejo Il no funciona como una bomba
de protones, ya que no ayuda a la formacion del potencial de membrana moviendo protones desde
la matriz interna al espacio intermembrana de manera directa. Sin embargo, la ubiquinona

producida con la ayuda de este complejo si va a tener participacion en la generacion de este

23



MECANISMO DE ACCION ACARICIDA SOBRE R. microplus

potencial, por lo que el complejo 11 si es de importancia en la produccion de ATP (Nelson & Cox,

2021). El funcionamiento de este complejo puede ser mejor observado en la figura 6.
Succinato + Q + 2HY 1 4¢ri, = Fumarato + QH, + 2H™ y14¢riz (2)

Figura 6 Modelo del complejo Il mitocondrial.
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Nota. Este complejo cataliza la oxidacion del succinato a fumarato, los electrones son
transportados a una molécula de flavina adenina dinucleétido (FAD) el cual es reducido a
FADHo>. Después, el FADH: es oxidado nuevamente a FAD, y los electrones pasan a los centros
de d6xido reduccion de hierro y azufre (Fe-S), en donde seran transportados hasta el sitio de unién
de la ubiquinona (Q), que sera finalmente reducida a ubiquinol (QH>). Este transporte de
electrones desde el succinato a la ubiquinona no esta acoplado a un transporte de protones desde

la matriz interna hasta el espacio intermembrana. Diagrama adaptado de Nichols & Ferguson

(2014).

Ademaés de su funcion en la cadena transportadora de electrones, también juega un papel
importante en otro proceso biologico, el ciclo del acido citrico o ciclo de Krebs. En este ciclo,
realiza la misma reaccion de oxidacion del succinato a fumarato, el cual continuara con el ciclo
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transformandose en malato. Por lo tanto, este complejo es de gran importancia y su inhibicion

puede generar diversos efectos adversos sobre el individuo (Rustin et al., 2002; Rutter et al., 2010).

Existen diversos inhibidores del complejo Il reportados, por ejemplo, el malonato, el cual
es un inhibidor endégeno competitivo que interactda con el complejo en el sitio de unién del
succinato, impidiendo la oxidacién del mismo y, por lo tanto, deteniendo el ciclo de Krebs, ya que

no hay produccion de fumarato (Wojtovich & Brookes, 2008). A su vez, también existen

inhibidores del complejo Il que han sido utilizados como productos para el control de plagas, como
por ejemplo las carboxinas, que también actdan en el complejo Il impidiendo la oxidacion del

fumarato (Mowery et al., 1976), o el trioxido de arsénico, que inhibe los complejos | y II,

disminuyendo la produccién de ATP y favoreciendo la produccion de especies reactivas de

oxigeno (Hosseini et al., 2013). Otras moléculas inhibotorias son la lonidamina (Guo et al., 2016),

el acido 3-nitropropionico (Liot et al., 2009) y el 2-teonil trifluoroacético (TTFA) (Byun et al.,

2008).

1.3.2.3. Complejo 111

Conocido como citocromo ¢ reductasa, es un dimero compuesto por dos mondémeros
idénticos, cada uno con once subunidades. Cataliza dos procesos en la mitocondria, la transferencia
de los electrones provenientes del complejo | y 1l a través del ubiquinol hacia el citocromo c, una
pequefia proteina que se encuentra en el espacio intermembrana; y la transferencia de cuatro
protones desde la matriz hacia el espacio intermembrana (Ecuacion 3), por lo que, al igual que el
complejo I, es considerado una bomba de protones que ayuda de manera directa a la formacion del

potencial de membrana (Nelson & Cox, 2021). El funcionamiento de este complejo puede ser

mejor observado en la figura 7.
QH, + 2citc (ox) +2H ), > Q + 2 citc (red) + 4H* g, 3)
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Figura 7. Modelo del complejo 111 mitocondrial.
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Nota. Este complejo cataliza la oxidacion de el ubiquinol (QH>) a ubiquinona (Q). En la
subunidad Citocromo b, los electrones producidos de la oxidacion del QHa son llevados a un
grupo hemo de bajo potencial (bL) donde toman dos rutas: En la primera, un par de electrones
pasan al grupo hemo de alto potencial (bn), donde son utilizados para volver a reducir la Q en

QHz, con el fin de que esta molécula siga con el ciclo de la ubiquinona. En la segunda, un par de
electrones pasan a un centro de Fe-S de la subunidad ISP (Proteina de hierro-Azufre), para
después ser transportados al citocromo c1, que finalmente los llevara hasta el citocromo c. Este
proceso esta acoplado al transporte de cuatro protones al espacio intermembrana. Diagrama

adaptado de Nichols & Ferguson (2014).

La inhibicion del complejo 111 ha sido estudiada ampliamente debido a que, a diferencia de
los complejos | y 11, esta podria causar un paro total de la produccion de ATP por parte de la
mitocondria. Por esta razon, es de gran importancia en sectores de investigacion como el

tratamiento contra el cancer, logrando disminuir el crecimiento de estas células (Yang et al., 2021).

Existen diferentes inhibidores del complejo I11 reportados como posibles agentes de control contra

26



MECANISMO DE ACCION ACARICIDA SOBRE R. microplus

las plagas, por ejemplo, el acequinocil, que actta en el sitio de unién del ubiquinol, impediente

que los electrones sean transportados hacia el citocromo ¢ (Lu et al., 2023). Otros inhibidores

reportados son la azoxistrobina (Gao et al., 2014), la antimicina A (Forkink et al., 2015), el

mixotiazol (Davoudi et al., 2014) la atovacuona (Rodriguez-Berriguete et al., 2024) y el kresoxim

metil (Flampouri et al., 2018).

1.3.2.4. Complejo IV

Conocido como citocromo ¢ oxidasa, se compone de 13 cadenas polipeptidicas diferentes,
con gran variedad de grupos prostéticos entre los que se encuentran centros hierro-azufrados,
grupos hemo y dos iones de cobre que se acomplejan con los grupos -SH de dos residuos de
cisteina, los cuales son de gran importancia para la actividad catalitica de la enzima. Este complejo
cataliza dos procesos simultdneamente, la transferencia de los electrones del citocromo c reducido
proveniente del complejo Il hacia el oxigeno molecular para la formacion de agua, y el
movimiento de dos protones desde la matriz interna hacia el espacio intermembrana (Ecuacion 4).
Por lo tanto, al igual que los complejos 1y 11, este es considerado como una bomba de protones

(Nelson & Cox, 2021). El funcionamiento de este complejo puede ser mejor observado en la figura

8.
4 citc (Red) + 8H* ), + 0, - 4citc (Ox) + 4H";, + 2H,0 (4)

Asi como sucede en el complejo 11, la inhibicion del complejo IV puede detener por
completo la actividad de produccion de energia por parte de la mitocondria, pudiendo llegar a ser
mas problematica que las inhibiciones de los complejos | y Il. Esto se puede evidenciar en
enfermedades como la de Huntington y el Alzheimer, en las cuales la actividad de los complejos

[11'y 1V puede verse reducida en un 30-70% (Kilbride et al., 2011). Productos utilizados en el

control de plagas como el malation han sido reportados como inhibidores del complejo 1V,
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disminuyendo la actividad del mismo y potenciando la produccién de especies reactivas de

oxigeno (Delgado et al., 2006; Karami-Mohajeri et al., 2013). Otro inhibidor conocido del

complejo IV es el cianuro, un inhibidor no competitivo que se une a la enzima con gran afinidad,
impidiendo la transferencia de electrones hacia el oxigeno molecular, lo que previene la

respiracion del organismo, razon por la cual es toxico para los seres vivos (Roberts et al., 2000).

Otros inhibidores del complejo 1V son el monoxido de carbono (Alonso et al., 2003) y la 6-

hidroxidopamina (Glinka & Youdim, 1995).

Figura 8. Modelo del complejo IV mitocondrial.
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Nota. Este complejo cataliza la oxidacion del citocromo c, entregando los electrones a un centro
de cobre binuclear (Cua). El par de electrones después es transportado a un grupo hemo a, que
después los entregara a un grupo hemo az que forma un complejo binuclear con el centro de cobre
mononuclear (Cug) creando el sitio catalitico donde ocurre finalmente la entrega de los electrones
al oxigeno molecular, reduciéndolo a agua. Todo este proceso se encuentra acoplado al transporte
de dos protones desde la matriz interna al espacio intermembrana. Diagrama adaptado de Nichols

& Ferquson (2014).
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1.3.2.5. ATP sintasa

También conocida como complejo V o FOF1-ATP sintasa, es la enzima mitocondrial mas
pequefa de todas. Esta compuesta de dos complejos principales, el complejo Fo que se encuentra
incrustado en la membrana interna y el complejo F1 que sobresale de la membrana hacia la matriz
interna. La sintesis de ATP se da gracias al potencial de membrana creado por el bombeo de
protones desde la matriz interna hacia el espacio intermembrana por medio de los complejos I, 11
y IV. Este bombeo de protones genera una energia electroquimica causada por la diferencia de
cargas a ambos lados de la membrana, la cual es utilizada por la ATP sintasa en la produccion de
energia en forma de ATP. EIl complejo Fo funciona como un impulsador de protones desde el
espacio intermembrana hacia la matriz interna, y se encuentra formado por las subunidades a, e, y
H (Figura 9). Las subunidades H forman un anillo que rota aproximadamente 120° con el flujo de
protones que atraviesa la membrana a través de la enzima. Por su parte, el complejo F1 esta
conformado principalmente por tres dimeros de subunidades af formando asi un hexdmero

(Lieberman & Md, 2017).

Figura 9. Esquema de la ATP sintasa.

Nota. Diagrama adaptado de Lieberman & Md (2017).
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El mecanismo por el cual funciona la ATP sintasa se conoce como sintesis rotacional, el
cual fue propuesto por Paul Boyer en 1977, el cual puede ser observado en la figura 10. Consta de
los cambios conformacionales producidos en las subunidades aff del complejo F1, provocados por
el giro de la subunidad Fo cuando hay flujo de protones hacia la matriz interna. Los cambios
conformacionales confieren a cada subunidad off diferente afinidad por los sustratos. La
conformacion -ADP, que es donde comienza el ciclo de produccién de ATP, tiene mayor afinidad
por los sustratos ADP y pi, que se encuentran en el medio. Una vez se han unido a la subunidad,
¢ésta cambia a una conformacion B-ATP, en la cual acerca el ADP y el Pi, favoreciendo la union
de los dos sustratos a través de un enlace fosfodiéster y formando una molécula de ATP.
Finalmente, la subunidad of3 cambia a una conformacion de B-vacio, en la cual tiene poca afinidad
por el ATP, liberandolo en la matriz interna y volviendo a la conformacion -ADP para iniciar

nuevamente el ciclo (Nelson & Cox, 2021).

Figura 10. Esquema del mecanismo de catalisis rotacional.

ADP+ Pi

Nota. Diagrama adaptado de Nelson & Cox (2021).
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En el mercado existen muchos productos cuyo principio activo tiene como mecanismo la
inhibicion de la ATP sintasa para la reduccion de la produccién de energia de insectos, &caros y
ardcnidos. Entre ellos se puede mencionar compuestos organoclorados como el DDT/DDE que

afectan tanto complejo Il, 111 y ATP sintasa (Elmore & La Merrill, 2019), el monocrotofés, que ha

sido prohibido en varios paises debido a sus efectos nocivos sobre la salud humana, y que ha sido
demostrado afecta de manera directa la produccién de ATP por parte de la ATP sintasa (\Venkatesh

et al., 2009). Compuestos organofosforados como el malation, que ademas de afectar la ATP

sintasa tienen efecto directo sobre el complejo |y IV (Karami-Mohajeri et al., 2013; Kilbride et

al., 2011), los estilbenos, las flavonas e isoflavonas, los metabolitos estrégenos, algunos

fitoquimicos polifendlicos entre otros (Sangjin & L, 2008).

El proceso de fosforilacion oxidativa realizado por las mitocondrias es fundamental para
la respiracion celular y tiene una gran relevancia bioldgica, ya que aproximadamente el 90% de la

energia de la célula se produce alli (Karp et al., 2020). Por lo tanto, la inhibicién de cualquier

complejo enzimatico perteneciente a la cadena transportadora de electrones o la ATP sintasa puede
ser fatal para un organismo. Esta inhibicion ha sido descrita como mecanismo de accion de algunas

moléculas derivadas de aceites esenciales, como se ha comprobado en mitocondrias aisladas de

higado de rata (Montagut et al., 2022) o en mitocondrias aisladas de larvas de Aedes aegypti

(Castillo-Morales et al., 2019).

1.3.3. La acetilcolinesterasa como diana farmacologica

La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima neuronal que se encuentra principalmente en
las uniones neuronales y neuromusculares. Es una enzima de gran importancia en la transmision
de sefales eléctricas, ya que cataliza la hidrdlisis del neurotransmisor acetilcolina en acetato y

colina, permitiendo su reabsorcion y posterior sintesis en el interior de la neurona. Gracias a la
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descomposicion de la acetilcolina por parte de la AChE los impulsos nerviosos son momentaneos
y no continuos, lo que es de gran importancia para el correcto funcionamiento del sistema nervioso.
La inhibicion de la AChE perjudica en gran manera la transmision de sefiales entre neuronas y
entre neurona-musculo, debido a que la sefial pasara de ser momenténea a ser continua, causando
efectos adversos como la pérdida de la memoria, pérdida de la coordinacion muscular, fatiga
neuronal, desensibilizacion de los receptores postsinapticos, espasmos Yy contracciones

musculares, paralisis e incluso la muerte (Caro-Gamboa et al., 2020).

Figura 11. Esquema de actividad neuronal con la AChE normal e inhibida.

ACETILCOLINESTERASA ACTIVA ACETILCOLINESTERASA INHIBIDA

Neurona Neurona
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Nota. Comparacion de la actividad sinaptica neuronal normal (izquierda) y en presencia de un
inhibidor de la acetilcolinesterasa (derecha). Basado en Caro-Gamboa et al. (2020).

La AChE es la principal diana farmacologica de los acaricidas actuales. Diversos productos

utilizados hoy dia como control de las garrapatas tienen efecto inhibitorio sobre esta enzima, por
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ejemplo, los organofosforados, los cuales se unen a la enzima AChE evitando asi la hidrélisis de
la acetilcolina. Algunos ejemplos de estos compuestos son el malatién, clorpirifos, fenitrotion,

entre otros (Colovic et al., 2013).

1.4. Metabolitos secundarios de plantas como alternativa para el control de las garrapatas
En los Gltimos afios, la industria ha mostrado gran interés en los acaricidas y repelentes

derivados de plantas, ya que ofrecen una alternativa prometedora para contrarrestar los efectos

adversos de los acaricidas sintéticos, ayudando a reducir la resistencia de las garrapatas y

minimizando los efectos dafiinos sobre el medio ambiente y la salud humana (Benelli & Pavela,

2018; Ghosh et al., 2012; Quadros et al., 2020). Los aceites esenciales de plantas y sus metabolitos

secundarios han demostrado una notable capacidad acaricida y repelente en garrapatas. Por

ejemplo, los extractos de Lippia triplinervis (Monteiro et al., 2021), Cinnamomum verum

(Monteiro et al., 2017), Lithraea brasiliensis (da Silva et al., 2021b) y Melinis minutiflora

(Mwanaqi et al., 1995) han mostrado una alta eficacia contra diversas especies de garrapatas,

incluida R. microplus, logrando concentraciones letales 50 (CLso) y concentraciones repelentes 50
(CRsp) comparables a las de compuestos sintéticos utilizados normalmente en la industria. Sin
embargo, en los ultimos afios se ha demostrado que, aungue los aceites esenciales son una buena
alternativa como acaricidas y repelentes naturales, sus metabolitos secundarios aislados pueden
tener efectos mas potentes sobre las plagas. Estos compuestos aislados han logrado
concentraciones letales del cincuenta por ciento de la poblacién de individuos (CLso) més bajas,

debido a la ausencia de otras moleculas que no afectan al artrépodo objetivo (Mota et al., 2022).

Existe gran variedad de metabolitos secundarios de plantas que tienen capacidad acaricida
o repelente contra las garrapatas. Algunos a destacar son los monoterpenos como el a-pineno

(Govindarajan et al., 2016), B-citronelol (Ferreira, et. al., 2017), el timol (Cruz et al., 2013), el
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eucaliptol, el linalool y el limoneno (Badawy et al., 2010) entre otros, aislados de diferentes plantas

medicinales, presentando actividad acaricida y repelente sobre garrapatas en sus diferentes
estadios. También es de anotar la actividad de sesquiterpenos como el nootkatone, evaluado contra
ninfas de la especie de garrapata Ixodes scapularis obteniendo CLso menores a 0.01% p/v (Panella

et al., 2005), fenilpropanoides como el eugenol, con valores de CLso de 0.467% p/v contra larvas

de R. microplus (Araujo et al., 2016) o naftoquinonas como la plumbagina, evaluada en larvas de

R. microplus y R. sanguineus, convalores de CLso de 0.011 y 0.017% p/v respectivamente

(Gutiérrez-Wong et al., 2023).

El carvacrol es un monoterpeno extraido principalmente de las plantas de orégano. Ha sido
reportado en varias ocasiones como un potente acaricida teniendo efectos mortales en larvas de R.
microplus y R sanguineus, presentando valores de CLso de 1.76 y 3.29 mg/mL respectivamente

(Araujo et al., 2016), ademéas de presentar efectos sinérgicos con el timol y la cipermetrina,

reduciendo las dosis letales en larvas de R. microplus (Novato et al., 2022).

1.4.1. Actividad del carvacrol y otros monoterpenos sobre el metabolismo mitocondrial
Los monoterpenoides han sido reportados como posibles inhibidores de la cadena
transportadora de electrones en varios estudios, especialmente a nivel de interacciones con la

membrana mitocondrial e inhibiciones de la actividad del complejo | y ATP sintasa (Uribe et al.

1991). Monoterpenos como el B-pineno y el limoneno han mostrado efectos inhibitorios en
mitocondrias de higado de rata, generando un incremento en la permeabilidad pasiva de las
membranas, e induciendo un descenso de la respiracion mitocondrial utilizando succinato como

sustrato, siendo posiblemente causado por una inhibicion en la cadena transportadora de electrones

(Uribe et al., 1984). Por otro lado, los monoterpenos también han demostrado actividad indirecta

sobre la mitocondria, reduciendo la produccion de compuestos necesarios para Su correcto

34



MECANISMO DE ACCION ACARICIDA SOBRE R. microplus

funcionamiento; como el alcohol perililico, el cual inhibe la sintesis de la coenzima Q, esencial

para llevar los electrones de los complejos 1 y Il al complejo 111 (Ren & Gould, 1994).

Por su parte, el carvacrol ha demostrado tener efectos adversos sobre las mitocondrias. Deb
et al. (2011) realizé un estudio sobre los efectos de una nanoemulsién de carvacrol sobre la linea
celular A549 de adenocarcinoma pulmonar humano, encontrando efectos citotoxicos sobre las
celulas causados por un aumento en la produccion de especies reactivos de oxigeno, llevando a la

muerte celular por apoptosis. Resultados similares fueron encontrados por Yin et al. (2012) en su

estudio del efecto del carvacrol sobre células HepG-2 de carcinoma hepatocelular humano y por

Deb et al. (2011) del efecto del timol, un isémero de carvacrol, sobre células HL-60 de leucemia

promielocitica aguda. En ambos casos, se encontré que la produccion de especies reactivas de
oxigeno por parte de estos compuestos llevo a la muerte celular de las células cancerigenas por
apoptosis.

El carvacrol también ha mostrado efectos inhibitorios sobre mitocondrias aisladas de
higado de rata, encontrando concentraciones inhibitorias 50 (ICso) de 22.8 ppm sobre el consumo
de oxigeno a través de NADH y 255 ppm a través de succinato, 46 ppm sobre la actividad de

NADH deshidrogenasa (Complejo 1) y 255 ppm sobre la actividad de citocromo ¢ reductasa

(Complejo I11) (Monzote et al., 2009).
Finalmente, se ha estudiado la actividad de compuestos sobre las mitocondrias de

garrapatas R. microplus, como se muestra en la investigacion de Braz et al. (2019), donde probaron

el efecto inhibitorio del 3-bromopiruvato sobre la actividad mitocondrial en huevos y la linea
celular embrionaria BME26 de R. microplus, encontrando una reduccion en el consumo de oxigeno

y en la actividad de la NADH y succinato citocromo ¢ reductasa.

35



MECANISMO DE ACCION ACARICIDA SOBRE R. microplus

1.4.2. Actividad del carvacrol y otros monoterpenos sobre la acetilcolinesterasa

Varios monoterpenos han mostrado actividad inhibitoria sobre la actividad de la
acetilcolinesterasa. Por ejemplo, el (+) y (-)-a-pineno y el (+)-3-careno demostraron los mejores
resultados de inhibicion de la enzima de entre diecisiete monoterpenos ciclicos, con unas Clso de

0.40, 0.44 y 0.20 mM respectivamente (Miyazawa & Yamafuji, 2005). Por otro lado, se ha

estudiado la actividad de monoterpenos como el (+)-limoneno, el (+)-sabineno y el trans-anetol

sobre la acetilcolinesterasa, obteniendo Clso de 225.9 ppm, 176.5 ppm y 134.7 ppm,

respectivamente (Menichini et al., 2009).

El carvacrol ha mostrado tener actividad inhibitoria sobre la acetilcolinesterasa en
diferentes especies de artropodos como la mosca domeéstica (Musca domestica), el mosquito de
fiebre amarilla (Aedes aegypti), la garrapata de perro americana (Dermacentor variabilis) y la
cucaracha americana (Periplaneta americana), teniendo una Clso de 0.3 ppm para Aedes aegypti

(Anderson & Coats, 2012). Ademas, junto a su isomero, el timol, también ha mostrado actividad

sobre la acetilcolinesterasa comercial de la anguila eléctrica (Electrophorus electricus), teniendo

una inhibicion del 50% a 63 ppm para el carvacrol y 740 ppm para el timol (Jukic et al., 2007).

Finalmente, la inhibicion de la acetilcolinesterasa en larvas de R. microplus ha sido estudiada para

alcaloides como la piperina y la berberina (da Silva et al., 2021a), donde esta Gltima obtuvo una

Clso de 24.6 ppm.

Con base en estos antecedentes se plantearon los siguientes objetivos para este trabajo.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo General
Evaluar el efecto de dos compuestos, metabolitos secundarios de plantas con actividad
ixodicida, sobre la actividad de la acetilcolinesterasa y el metabolismo bioenergético mitocondrial
de Rhipicephalus microplus.
2.2 Objetivos Especificos
e Establecer protocolos de aislamiento y evaluacion de actividad enzimatica de
acetilcolinesterasa y enzimas mitocondriales usando como modelo garrapatas R.
microplus.
e Evaluar el efecto de dos compuestos acaricidas, carvacrol y quercetina, sobre proteinas
mitocondriales y la acetilcolinesterasa de R. microplus.
3. Metodologia
Para el cumplimiento de los objetivos propuestos se propuso la siguiente metodologia:

Figura 12. Esquema metodoldgico general.

Metodologia
Pasos preliminares Acfl“fb.l g
enzimitica
Proceso de Actividad oxidasas ‘.&cnudad’ Al.‘.‘tl\‘l.dﬂd
D (Método Singer) sintasa (Método acetilcolinesterasa
Pullman) (Método Ellman)
Cuantificacién de A.cuudad
teina deshidrogenasas
pro (Método Singer)
Pruebas oxidasas ;’:;ﬂudad
iminares uctasas
EECRiT (Método Somlo)
Actividad
Citocrome ¢ oxidasa
(Método Mason)
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A cada ensayo se le realizé su correspondiente anélisis estadistico como se describe en la seccion
3.4. Andlisis estadistico
3.1.1. Material biologico

El material bioldgico utilizado consisti6 en larvas de la garrapata R. microplus, las cuales
se obtuvieron a partir de hembras ingurgitadas recolectadas en la finca “El paraiso
agroecoturistico” ubicada en Betulia, Santander. Las garrapatas hembras ingurgitadas fueron
trasladadas al laboratorio de entomologia médica del Grupo de Investigacion en Enfermedades
Tropicales (CINTROP) ubicado en la sede Guatiguara de la Universidad Industrial de Santander.
Alli fueron almacenadas en frascos hasta la oviposicion. Los huevos fueron transferidos a tubos
eppendorf de 2 mL tapados con algodon, el cual fue humedecido diariamente con el fin de
mantener la humedad entre el 80 y 90%. Una vez se inicid la eclosion de los huevos, se espero a
que las larvas tuvieran entre 21 y 60 dias de edad para los analisis enzimaticos.
3.1.2. Protocolo de homogenizacion y cuantificacién de proteina de larvas R. microplus

Se tomaron entre 150 y 500 mg de larvas de R. microplus previamente refrigeradas a 4°C
durante 10 minutos y se dispusieron en un mortero previamente atemperado en una cama de hielo.
Se adicionaron de 300 a 1000 uL. de medio de homogenizacion, este medio consistido en una
solucion de sacarosa 250 mM, HEPES 10 mM y EGTA 1 mM a un pH de 7.2, y se realizo la
maceracion de las larvas. La maceracion se hizo de dos formas, una maceracion suave, donde las
larvas eran aplastadas con el mango del mortero de manera que el exoesqueleto de quitina no fuese
destruido completamente, pero si se pudiese extraer todo el interior. Y un macerado fuerte, en
donde las larvas eran aplastadas con mayor fuerza, de forma que el exoesqueleto de quitina quedase
totalmente destruido, obteniendo al final un extracto mucho mas viscoso que el obtenido en el

macerado suave. Una vez hecha la maceracion, el extracto de las larvas se dispuso en un eppendorf

38



MECANISMO DE ACCION ACARICIDA SOBRE R. microplus

y se realizd una serie de centrifugaciones a 300 x g por 10 minutos con el fin de eliminar el
precipitado que contenia todos los rastros de quitina y asi obtener un extracto mas limpio sin
residuos sélidos. Finalmente, se realizo la cuantificacion de proteinas totales por el método de

Bradford (Bradford, 1976).

3.1.3. Pruebas oxidasas preliminares

Con los dos tipos de macerado se realizaron pruebas piloto de los ensayos enzimaticos de
succinato y NADH oxidasa, con el fin de determinar el método ideal de maceracion y las
concentraciones de proteinas totales de larvas de garrapata R. microplus necesarias para la
obtencion de resultados lo suficientemente elevados para evaluar el efecto de compuestos
xenobioticos sobre las enzimas. La metodologia para la medicion de estos dos ensayos enzimaticos
sera especificada mas adelante (Seccién 3.2.1).
3.2. Determinacion de la actividad enzimética mitocondrial

La actividad de las enzimas de la cadena transportadora de electrones se evalu6 mediante
un espectrofotdmetro Multiscan GO ((Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) utilizando el
programa Skanlt, y de manera polarografica utilizando un oxigrafo de alta resolucion Oroboros
O2k-Respirémetro manipulado por el programa Oroboros DatLab CD. Se evalud la actividad de
un metabolito secundario, el carvacrol, el cual tuvo resultados notables de mortalidad en ensayos
in vivo realizados previamente en el grupo de investigacion y fue adquirido a través de Sigma
Aldrich.

La evaluacion de la actividad del carvacrol sobre el metabolismo bioenergético
mitocondrial se llevé a cabo por medio de 5 fases experimentales que fueron: la evaluacion de la
inhibicion de toda la cadena transportadora de electrones a traves de los ensayos de NADH y

succinato oxidasa, la evaluacion de la inhibicion de los complejos I 'y 11 a través de los ensayos de
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NADH y succinato deshidrogenasas, la evaluacion de la inhibicion del complejo 111 a través de los
ensayos de NADH y succinato citocromo ¢ reductasas, la evaluacion de la inhibicion del complejo
IV a través del ensayo de citocromo ¢ oxidasa y finalmente la evaluacién de la inhibicién de la
ATP sintasa.

3.2.1. Evaluacion de las oxidasas (NADH oxidasa y succinato oxidasa)

Se evalud la actividad de la cadena transportadora de electrones alimentada por la
oxidacion del NADH a través del complejo |y succinato a través del complejo 1l por el método de
Singer (Singer, 1974). El sistema de reaccion consistio de buffer fosfato 80 mM (pH 7.4), EDTA
50 uM y 0.6 mg/mL de proteina mitocondrial bajo agitacion y temperatura constante a 25°C.
Posteriormente se adiciond el sustrato (NADH 0.17 mM o succinato de sodio 10 mM) y se midio
su velocidad de oxidacion en ausencia y presencia de carvacrol mediante la velocidad de consumo
de oxigeno molecular medida a través del oxigrafo.

3.2.2. Evaluacion de las deshidrogenasas (NADH deshidrogenasa y succinato deshidrogenasa)

Se evaluo la actividad de las enzimas NADH y succinato deshidrogenasas por medio del
método de Singer (Singer, 1974). El medio de reaccidn consté de buffer fosfato 50 mM a pH 7.4,
EDTA 2 mM, 0.2 mg de proteina mitocondrial, rotenona 1 uM, KCN 1 mM vy sustrato (NADH
0.15 mM o succinato 20 mM). El medio de reaccion fue incubado a temperatura ambiente durante
10 minutos, y posteriormente se adiciond el receptor artificial de electrones (ferricianuro de potasio
0.6 mM para la NADH deshidrogenasa y fenazina metosulfato (PMS) 1 mM y 2,6-
diclorofenilindofenol (DCPIP) 60 UM para la succinato deshidrogenasa), monitoreando la reaccion
de oxidacion del sustrato y reduccion del receptor artificial de electrones a 420 nm para la NADH

deshidrogenasa y 600 nm para la succinato deshidrogenasa en ausencia y presencia de carvacrol.
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3.2.3. Evaluacién de las reductasas (NADH citocromo ¢ reductasa y succinato citocromo ¢
reductasa)
Se evaluo la actividad de las enzimas NADH y succinato citocromo c reductasas mediante

el método de Somlo (Somlo, 1965). El sistema de reaccion estaba compuesto por buffer fosfato 50

mM (pH 7.4), EDTA 2 mM, 0.2 mg de proteina mitocondrial, KCN 1mM y sustrato (NADH 50
MM o succinato de sodio 5 mM) incubado a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se dio
inicio a la reaccion mediante la adicién de citocromo ¢ oxidado (40 pM), monitoreando su
velocidad de reduccion a 550 nm en ausencia y presencia de carvacrol.
3.2.4. Evaluacion de la citocromo ¢ oxidasa

Se evalud la actividad de la enzima citocromo ¢ oxidasa mediante el método de Mason

(Mason et al., 1973). El sistema de reaccién estaba compuesto por buffer fosfato 50 mM (pH 7.4),

EDTA 2 mM, y 0.2 mg de proteina mitocondrial. El sistema fue incubado a temperatura ambiente
por 10 minutos. Posteriormente, se inicié la reaccion con la adicién de citocromo ¢ reducido 30
MM, monitoreando su velocidad de oxidacién a 550 nm en ausencia y presencia de carvacrol.
3.2.5. Evaluacion de la ATP sintasa

La actividad de la ATP sintasa se determiné por medio del método Pullman (Pullman et

al., 1960) cuantificando el fosfato resultante de la hidrolisis de ATP. El sistema de reaccion estaba

compuesto por una solucién tampén de Tris-HCI 50 mM (pH 7.4), sulfato de magnesio 3 mM, 1
mg de proteina mitocondrial, fosfoenolpiruvato (PEP) 2.5 mM y 10 unidades (U) de piruvato
quinasa, incubado a temperatura ambiente durante diez minutos. Se dio inicio a la reaccion con la
adicion de ATP (4 mM), y se interrumpi0 transcurrido diez minutos con la adicion de acido

tricloroacético (TCA) al 5% v/v. Después, se hizo una centrifugacion a 10000 xg durante 1 minuto,
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descartando el precipitado y separando el sobrenadante obtenido, al cual se le realiz6 la
cuantificacion de fosfato a través de colorimetria.

El sobrenadante se mezcl6 en relacion 1:1 con el reactivo C, compuesto por dos volimenes
de agua tipo I, un volumen de acido sulfdrico 6N, un volumen de molibdato de amonio al 2.5% y
un volumen de &cido ascorbico al 10%. Se dej6 incubando por 2 horas a 37°C, y finalmente, se
midio6 la absorbancia a 820 nm y se calcul6 la concentracion de fosfato utilizando una curva de
calibracién de patrones de fosfato en concentraciones de 1y 300 uM que fue realizada de manera

previa a este ensayo (Chen et al., 1956).

3.3. Determinacion de la actividad sobre la acetilcolinesterasa

La actividad de la acetilcolinesterasa se midid a través del método Ellman (Ellman et al.

1961). En el cual se busca medir la velocidad de formacion de la tiocolina producida por la
hidrolisis de la acetiltiocolina, la cual se hizo reaccionar con el ion 5,5-
bis-2-nitrobenzoato (DTNB), formando el ion &cido 2-nitro, 5- mercapto-benzoico (TNB-),
confirmando el progreso de la reaccidn con una coloracién amarilla.

El medio de reaccion estaba compuesto de una solucion buffer PBS (Na:HPOs 8 mM,
NaH2HPO4 2.3 mM, NaCl 0.15 M, pH=7.5) y una suspensién de homogenizado de larvas de R.
microplus como fuente enzimatica a 0.2 mg/mL. Se incubd por diez minutos a temperatura
ambiente y posteriormente se adiciond 100 pL de sustrato (DTNB 0.2 mM, yoduro de acetilcolina
0.24 mM y NaH2HPO4 54.4 mM). La reaccion fue monitoreada por una hora a 405 nm.

3.4. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de los diferentes ensayos enziméticos se representaron en los

resultados por la media * desviacion estandar (SD) de tres ensayos independientes, en los cuales

se realizaron tres réplicas. Estos datos fueron analizados utilizando el software Statistica 10.0
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mediante analisis de normalidad seguido de un anélisis de varianza ANOVA en una via junto a la
prueba de Tukey para la comparacion de medias; ademas de pruebas t para datos paramétricos.
Los resultados que tuviesen un valor p<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos
con respecto al control.

4. Resultados y discusion
4.1. Pasos preliminares

Dos metodologias de maceracion fueron evaluadas, una maceracion suave sin rompimiento
total del exoesqueleto de quitina, y un macerado fuerte con rompimiento total del exoesqueleto de
quitina, esto con el fin de determinar con cudl de los dos se obtenia una mayor concentracion de
proteina total y mejores resultados en la evaluacidn de consumo de oxigeno.

La cuantificacion de la concentracion de proteina total obtenida por ambos métodos de
maceracion se realiz6 por el método de Bradford, y se obtuvieron los resultados observados en la
figura 13.

Figura 13. Comparacion de la concentracion de proteina total de los dos métodos de macerado.

18,00
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14,00
12,00
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Nota. EI promedio de concentracion para el macerado fuerte fue de 13.83 £ 1.56 y para el
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macerado suave de 9.03 + 1.03. Se realiz6 la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (p>0.05) y
prueba t para datos no pareados. (*) representa diferencias significativas (p<0.05).

Como se observa en la figura 13 la concentracion de proteina obtenida por el método de
maceracion fuerte es mayor a la obtenida por el método de maceracion suave. Por lo que, en
principio, el método de maceracion fuerte es méas viable, ya que se necesita menor cantidad de
volumen a adicionar a cada ensayo enzimatico, teniendo en cuenta que para ambos métodos se
obtiene el mismo volumen final. Sin embargo, fue necesario realizar las pruebas enzimaticas
preliminares, para evaluar la funcionalidad de las proteinas mitocondriales.

Es de anotar que antes de cada ensayo enzimatico se realizd la extraccion de proteina total
y se mantuvieron para su uso hasta maximo una semana de almacenamiento bajo refrigeracion a -
20°C.

4.1.1. Pruebas oxidasas preliminares

Se hicieron las pruebas de NADH y Succinato oxidasa con los extractos obtenidos a partir
de los dos tipos de maceracion, suave y fuerte, con el fin de determinar la concentracion y método
de extraccion de proteinas totales ideal para obtener resultados cuya reduccion causada por el
carvacrol fuese medible y significativa con respecto al control.

En la figura 14, se muestran los resultados de las pruebas preliminares de NADH y
succinato oxidasa para la determinacién de la concentracion y método de maceracion ideal de
proteina total. Como se aprecia, con la concentracion de 0.6 mg/mL se obtuvo un aumento de la
velocidad de consumo de oxigeno lo suficientemente alto como para que la reduccion de la
actividad de la NADH oxidasa causada por el carvacrol pudiese ser medida, por lo que se concluyo
que esta concentracion es la ideal para la determinacion de la actividad de las oxidasas. Sin

embargo, a la misma concentracion de proteina, se obtuvo una actividad mucho menor para la
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succinato oxidasa, por lo que primero se procedié a estipular la viabilidad de este ensayo
experimentalmente, determinando la concentracion de extracto proteico necesario para obtener
resultados similares a los obtenidos para la NADH oxidasa. Por otro lado, se observan unos
aumentos de velocidad de consumo de oxigeno mayores para el método de maceracion fuerte,
razén por la cual este fue el método de maceracion escogido para el resto de ensayos enziméticos
con tejido permeabilizado de R. microplus. Esta diferencia se puede atribuir a que, al aumentar la
fuerza de maceracion, se garantiza una mayor fragmentacion de las membranas mitocondriales,
teniendo una mayor concentracion de proteinas de la cadena transportadora de electrones en el
medio.

Figura 14. Determinacion de la concentracion ideal para la medicion de oxidasas.

a. NADH oxidasa b. Succinato oxidasa
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Nota: Mf: método de maceracion fuerte (Graficas moradas) y Ms: método de maceracion suave
(Graficas amarillas). a) Evaluacion de consumo de oxigeno usando NADH como sustrato

oxidable. b) Evaluacién de consumo de oxigeno usando succinato como sustrato oxidable. Se
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realizo la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (p>0.05) y un anélisis ANOVA con
comparaciones multiples por Tukey. (*) representa diferencias significativas (p<0.05).

Es de anotar que la homogenizacién de tejidos bioldgicos utilizando métodos mecéanicos
como el mortero es ampliamente usada, ya que es una alternativa sencilla, econdmica y que
presenta buenos resultados de lisis celular y liberacion de proteinas en el medio, siendo
principalmente utilizada en tejidos previamente refrigerados. Estos métodos mecéanicos son

principalmente usados en la maceracion de células de mamiferos e insectos (Bauer & Schnapp,

2007; Mirhassani & Seyedjafari, 2016). Por ejemplo, en investigaciones orientadas en la

evaluacion de la toxicidad de compuestos como el spinetoram y la cihalotrina en larvas de Apis
mellifera, asi como su impacto en la actividad de la acetilcolinesterasa y en las enzimas
antioxidantes, se emple6 una metodologia de maceracion utilizando un mortero y pistilo de larvas
previamente refrigeradas a -80°C. Este procedimiento exige la aplicacion de una presion constante
y controlada para asegurar la correcta desintegracion de los tejidos, facilitando asi la extraccion y

analisis de la toxicidad sobre las enzimas evaluadas (Choi et al., 2024). Asimismo, el estudio del

contenido de quitina en insectos realizado por Henrigues et. al. (2020) demostr6 que la maceracion

con mortero y pistilo presenta resultados equiparables con los obtenidos mediante homogenizacion
con un homogenizador Dounce, obteniendo resultados similares en términos de rendimiento y
calidad de las muestras. Estas metodologias muestran la importancia de la eleccién del método de
homogenizacion en funcion del tipo de anélisis a realizar, posicionando a los métodos mecéanicos
como el motero y pistilo como estrategias viables en los andlisis de artrépodos. Sin embargo, estos
métodos pueden presentar ciertas desventajas como riesgos de contaminacion de la muestra por

agentes externos como bacterias 0 micro particulas presentes en el ambiente (Burden, 2012).
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4.1.2. Metabolitos a evaluar

En un principio se seleccionaron dos metabolitos para evaluar su actividad sobre la
mitocondria y la acetilcolinesterasa, estos fueron la quercetina y el carvacrol, esto teniendo en
cuenta los resultados del Docking molecular que se habia realizado en las distintas enzimas
mitocondriales y la acetilcolinesterasa en el trabajo titulado “Estudio in silico e in vivo de
metabolitos secundarios de plantas con posible accion inhibitoria sobre proteinas de la cadena
respiratoria mitocondrial y la acetilcolinesterasa de Rhipicephalus microplus” de Alfonso et. al.
(2024), en el que se realizaron las pruebas in vivo de estos dos metabolitos, de los cuales el Gnico
que tuvo una actividad acaricida a una concentracion similar al control utilizado (Etion a 750 ppm)
fue el carvacrol, que tuvo una concentracion letal 50 de aproximadamente 650 ppm bajo el método
de paquete larval. A continuacion, se muestran los resultados de Alfonso et. al. (2024) del carvacrol
y quercetina en concentraciones de 100, 365 y 1000 ppm bajo el ensayo de paquete larval.

Como se observa en la figura 16, la mortalidad de la quercetina a la maxima concentracién
no supero el 15%, por lo que no es viable llevar este metabolito a analisis enzimatico. Ademas de
la baja mortalidad, los compuestos no hidrosolubles a evaluar en el oxigrafo se preparan en una
solucién de DMSO al 0.1%; y la quercetina tiene una baja solubilidad en este solvente, pudiendo
tener residuos solidos en la solucion, lo que puede generar interferencias con los electrodos del
equipo.

Por estas dos razones, se decidio no evaluar la quercetina, y centrarse unicamente en la
determinacion del protocolo de extraccion de proteina de larvas de R. microplus y la actividad del

carvacrol sobre el metabolismo bioenergético mitocondrial y la acetilcolinesterasa.
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Figura 15. Resultados de mortalidad del carvacrol en larvas de R. microplus bajo la metodologia

de paquete larval.
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Figura 16. Resultados de mortalidad de la quercetina en larvas de R. microplus bajo la
metodologia de paquete larval.
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resultados completos de este ensayo pueden ser encontrados en el trabajo de grado de Alfonso et.

al. (2024).
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4.2. Efecto sobre la mitocondria

Una vez se establecieron los parametros de concentracion de proteinas totales necesarios
para la determinacion de la actividad de las oxidasas, se procedio a la evaluacion del efecto del
carvacrol sobre la actividad de todas las deméas enzimas mitocondriales planteadas en este trabajo.
4.2.1. Succinato oxidasa

Con el objetivo de determinar la viabilidad experimental para esta enzima, se procedi6 a
analizar la actividad de la succinato oxidasa sin adicionar carvacrol y aumentando la concentracion
de proteinas totales usando el método de extraccion seleccionado.

Se debe tener en cuenta que el ensayo de succinato oxidasa mide el paso de electrones por
los complejos 11, 111y IV siendo estos provenientes del succinato, que es el sustrato utilizado por
la succinato deshidrogenasa (complejo 1); y llegando al oxigeno molecular, el cual es reducido a
agua y cuya disminucion en concentracion se puede medir por medio de un oxigrafo.

Como se observa en la figura 17, el aumento de la velocidad de consumo de oxigeno tiene
un comportamiento dependiente con la concentracion de proteina total. En la concentracion
méaxima evaluada (2 mg/mL de proteina total) el valor obtenido de aumento de velocidad de
consumo fue de 22.40 + 1.03 pmol/(s*mL), que al compararse con el control del ensayo de NADH
oxidasa donde se usa una concentracién de 0.6 mg/mL (Figuras 14 y 18) de proteina total, se puede
observar que la succinato oxidasa tiene una actividad mucho menor que la NADH oxidasa. ya que
al utilizar una concentracion mayor para la succinato oxidasa, no se alcanza un aumento de
velocidad de consumo de oxigeno semejante. Esto sumado a los resultados de concentracion de
proteina total obtenidos de las larvas de R. microplus hacen que el ensayo de succinato oxidasa no
sea viable experimentalmente, debido a que el volumen de extracto de proteina requerido para

cada ensayo es muy alto comparado con los volimenes obtenidos en cada extraccion.
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Figura 17. Actividad de la succinato oxidasa a diferentes concentraciones de proteina total.

*

15
10 I
0
0,2 0,4 0,6 1 2

Concentracion de proteina total [mg/mL]

[\*]
(5]

xv]
o

w

Consumo de oxigeno [pmol/(s*mL}]

Nota. Se realizo la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (p>0.05) y un anélisis ANOVA con
comparaciones multiples por Tukey. (*) representa diferencias significativas (p<0.05).

Este resultado puede indicar que el metabolismo mitocondrial de las larvas de R. microplus
es mas lento y dependiente principalmente de la oxidacion del NADH a través del complejo I. Esto
se puede explicar a través del comportamiento de las larvas, que, al eclosionar de los huevos, suben
por el pasto y esperan el paso de un hospedero en el envés del mismo, donde no reciben luz solar
de manera directa, entrando en un estado de reposo hasta que logran detectar un hospedero cercano
al cual parasitar. En este estado de reposo pueden durar hasta 8 meses, tiempo en el cual reducen

su metabolismo al minimo (Leal et al., 2018). Ademas, al estar en un ambiente distinto a su habitat

natural, donde las condiciones ambientales no son las mismas, y teniendo en cuenta que son
sometidas a temperaturas muy bajas al momento de ser refrigeradas a 4°C, las larvas pueden entrar

en un estado de diapausa, en el cual su metabolismo es ain mas inactivo (Leal et al., 2020).

El estado de diapausa en garrapata se presenta como inactividad larval, retraso en

ingurgitacién de las hembras, retrasos en la metamorfosis y retrasos en la oviposicion o
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maduracion de huevos. La diapausa puede presentarse por diversas razones como condiciones
ambientales desfavorables (temperaturas extremas, baja humedad, falta de hospederos) o

alteraciones en su ciclo de vida causados por agentes externos (Belozerov, 1982; Korotkov, 2016).

En estado de diapausa, la falta de actividad disminuye el metabolismo general al minimoy, similar
a como ocurre en la hibernacion, la actividad mitocondrial de los complejos enzimaticos se ve

afectada (Mathers et al., 2017). Esto fue demostrado por Duerr & Podrabsky (2010) y Podrabsky

& Hand (2015) en sus estudios sobre la afectacion del metabolismo mitocondrial y las estrategias

fisiolOgicas utilizadas durante la diapausa por los embriones del pez Austrofundulus limnaeus. En
ellos demostraron que, durante el estado de diapausa, hubo una reduccién de la actividad de los
complejos 1, 11, 1V y ATP sintasa de los embriones, siendo el complejo Il mas afectado durante
dicho periodo.

Con esto en mente, se planted la hip6tesis de que la baja actividad de la succinato oxidasa
observada en este estudio podria estar relacionada con un posible estado de diapausa en el que
entran las larvas de R. microplus, como resultado de las condiciones experimentales previas a la
extraccion de proteinas. Este estado de diapausa, caracterizado por una marcada reduccién del
metabolismo, es una respuesta adaptativa de las larvas a la ausencia de un hospedero en su entorno,
lo que podria explicar la disminucion en la actividad enzimatica medida.

4.2.2. NADH oxidasa

En este ensayo se evalué la NADH oxidasa como el paso de los electrones alimentados a
la cadena transportadora de electrones desde el NADH a través de los complejos I, 111y IV llegando
finalmente al oxigeno. Para ello, primero se probd con la CLso del carvacrol determinada
previamente en el laboratorio (650 ppm) para evaluar el efecto en la enzima. Después, se redujo la

concentracion con el fin de encontrar la minima concentracion posible a la cual se obtuviesen
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diferencias estadisticamente significativas con respecto al control, esto debido a que los
compuestos en concentraciones altas de los metabolitos pueden inducir una inhibicion enzimatica
generalizada y no especifica como por ejemplo la desnaturalizacion de las proteinas. Por lo que,
al obtener la minima concentracién con diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control, se asegura que la inhibicion causada en el resto de enzimas sea por interacciones directas
y especificas con las enzimas.

En la figura 18 se muestra la inhibicion dosis-dependiente de la NADH oxidasa del
carvacrol. A la CL50 (650 ppm — 4.33 mM) la actividad de la enzima fue inhibida en un 76.2 =
6.1%, mientras que la concentracion minima a la cual se encontraron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control fue la de 37.5 ppm (0.25 mM), con una reduccion en la
actividad de un 11.9 + 5.44%. Por lo tanto, esta concentracion fue la seleccionada para realizar el
resto de actividades enzimaticas.

Figura 18. Actividad de la NADH oxidasa
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Nota. En presencia de carvacrol (20 ppm, 37.5 ppm, 75 ppm, 150 ppm, 300 ppm, 650 ppm). El

control tiene un valor de 60.22 + 4.59 pmol/(s*mL*mg) que corresponde al 100% de actividad.
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Se realizé la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (p>0.05) y un analisis ANOVA con
comparaciones multiples por Tukey. (*) representa diferencias significativas (p<0.05).

La reduccion en la actividad de la NADH oxidasa implica que el carvacrol esta teniendo
un efecto inhibitorio en al menos uno de los complejos enziméaticos mitocondriales relacionados
con la respiracion a través de NADH, es decir, los complejos I, 111, 1. Por lo que a continuacion
se realizé la actividad del resto de enzimas, para determinar las enzimas especificas inhibidas por
el carvacrol.

4.2.3. NADH deshidrogenasa

La enzima NADH deshidrogenasa cataliza la oxidacion del NADH a NAD" en la
fosforilacion oxidativa. Los electrones provenientes del NADH son utilizados para la reduccion
de la ubiquinona a ubiquinol, compuesto utilizado para posteriormente transportar electrones al

complejo 1 (Whitehouse et al., 2019).

Con este ensayo se muestra el paso de los electrones desde el NADH al complejo I, pasando
por varios centros de Fe-S hasta un receptor artificial de electrones, el ferricianuro de potasio. En
este ensayo se utiliza rotenona, un inhibidor del complejo | que actda sobre el sitio de unién de la
ubiquinona al complejo enzimatico, impidiendo la transferencia de electrones a esta coenzima,
permitiendo que todos sean utilizados para la reduccion del aceptor artificial de electrones (Hatefi,
1985). Ademas, también se utiliza KCN, un inhibidor del complejo 1V, el cual impide la
transferencia de los electrones hacia el oxigeno, impidiendo que exista una competencia entre el
ferricianuro y el oxigeno como aceptores de los electrones provenientes del NADH (Cayman

Chemical, 2014). El ion ferricianuro, que es de color amarillo, es reducido por el complejo | a

ferrocianuro, el cual es incoloro, por lo que se puede determinar la actividad del complejo

midiendo el cambio en la concentracion de ferricianuro a través de su absorbancia a 420 nm (Pujol-
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Vila et al., 2016) teniendo en cuenta su coeficiente de extincién molar £420=10200 Mcm™

(Stellarnet, 2018).

Como se observa en la figura 19, el carvacrol a 37.5 ppm disminuy0 la actividad de la
NADH deshidrogenasa en un 18.8 £ 1.7%, mostrando diferencias estadisticamente significativas
con respecto al control.

Este resultado muestra que el carvacrol afectd la tasa de oxidacion del NADH por medio
del complejo I, impidiendo que la misma cantidad de electrones llegasen al ferricianuro en
comparacion con el control. Por lo tanto, uno de los sitios de inhibicidn del carvacrol a la cadena
transportadora de electrones de mitocondrias de R. microplus es el complejo I.

Figura 19. Actividad de la NADH deshidrogenasa en presencia de carvacrol 37.5 ppm
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Nota. El control fue tomado como el 100% y tiene un valor de 556.6 £ 57.7 nmol de ferricianuro
reducidas/min*mg de proteina de garrapata. Se realizo la prueba de normalidad Shapiro-Wilk
(p>0.05) y prueba t para datos pareados. (*) Representa diferencias significativas (p<0.05).

4.2.4. Succinato deshidrogenasa
La enzima succinato deshidrogenasa cataliza la oxidacion del succinato a fumarato,
proceso que tiene efectos tanto en la fosforilacion oxidativa, debido a que los electrones producidos
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de esta oxidacion se utilizan para la reduccién del FAD en FADH.y posterior entrega a los centros
de Fe-S para la reduccion de la ubiquinona; como en el ciclo de Krebs, ya que el fumarato podra

continuar con el ciclo al ser transformado en malato por la enzima fumarasa (Nelson & Cox, 2021;

Rutter et al., 2010).

Con este ensayo se muestra el paso de los electrones desde el succinato hasta el receptor
artificial DCPIP en presencia de rotenona, PMS y KCN. La rotenona y el KCN cumplen funciones
similares a las que tenian en el ensayo de NADH deshidrogenasa. Por su parte, el PMS se utiliza
como un intermediario para la transferencia de electrones desde el complejo Il hasta el DCPIP,

facilitando su reduccion y coloracion (Jones & Hirst, 2013). El aceptor artificial de electrones

DCPIP, que en su forma oxidada es de color azul, es reducido por accion del complejo Il a
DCPIPH2, el cual es incoloro, por lo que se puede determinar la actividad del complejo a través

del cambio en la concentracion de DCPIP midiendo su absorbancia a 600 nm (Jones & Hirst, 2013)

teniendo en cuenta su coeficiente de extincién molar £420=12500 M-cm™(Basner & Antranikian,

2014).

Como se observa en la figura 20, el carvacrol a 37.5 ppm no afectd la actividad de la
succinato deshidrogenasa, debido a que no se muestra ninguna diferencia estadisticamente
significativa con respecto al control. Por lo tanto, el carvacrol no es un inhibidor del complejo Il
mitocondrial de R. microplus.

La actividad de la succinato deshidrogenasa es notoriamente menor a la actividad de la
NADH deshidrogenasa, lo que se observa en los valores del control. Esto demuestra que la
actividad del complejo I, como se observo en los ensayos de oxidasas, es bastante menor

comparada con la actividad del complejo 1.
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Figura 20. Actividad de la succinato deshidrogenasa en presencia de carvacrol 37.5 ppm.
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Nota. El control fue tomado como el 100% y tiene un valor de 92.6 = 3.9 nmol de DCPIP
reducidas/min*mg de proteina de garrapata. Se realizaron pruebas de normalidad (p>0.05) y
prueba t para datos pareados. No se encontraron diferencias significativas (p = 0.9527).

4.2.5. NADH citocromo c reductasa

La enzima ubiquinol-citocromo ¢ reductasa (Complejo Ill) cataliza la reduccion del
citocromo c utilizando los electrones de la oxidacion del ubiquinol proveniente de los complejos |
y I, en donde se oxidaron los sustratos NADH y succinato respectivamente. El ensayo de NADH
citocromo ¢ reductasa muestra el paso de los electrones desde el ubiquinol proveniente de la
oxidacion del NADH en el complejo | hasta el citocromo ¢ hasta lograr reducirlo, esto en presencia
de KCN, que cumple la misma funcion explicada en ensayos anteriores. Para este ensayo, el
aceptor de electrones es el citocromo ¢ oxidado, el cual se reducira por accion del complejo 111 al
afiadir el NADH como fuente de electrones. El citocromo ¢ reducido, que sera el producto de la
reaccién, posee un color rojo mas intenso que el citocromo ¢ oxidado, el cual puede medirse a 550
nm para determinar la actividad del complejo 111 teniendo en cuenta su coeficiente de extincion

molar £550=21000 Mcm™ (Metzger et al., 1997).
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Como se observa en la figura 21, el carvacrol redujo la actividad de la citocromo ¢
reductasa alimentada de los electrones provenientes de la reduccion del NADH en el complejo |
en un 30.0 + 3.3%, mostrando diferencias estadisticamente significativas con respecto al control.

Figura 21. Actividad de la NADH citocromo ¢ reductasa en presencia de carvacrol 37.5 ppm.

150,00%

100,00% L

control)

50,00%

Actividad (% con respecto al

0,00%
Control Carvacrol 37.5 ppm

Nota. El control fue tomado como el 100% y tiene un valor de 59.1 + 4.68 nmol de citocromo ¢
reducidas/min*mg de proteina de garrapata. Se realiz6 la prueba de normalidad Shapiro-Wilk
(p>0.05) y prueba t para datos pareados. (*) Representa diferencias significativas (p<0.05).

Estos resultados muestran que el carvacrol impidid la reduccion del citocromo c en el
complejo 111 cuando este estaba siendo alimentado de electrones por medio del complejo I. Sin
embargo, ya se mostr6 que el carvacrol también reduce la actividad del complejo I, en
consecuencia, al complejo 111 no llegara el mismo flujo de electrones que en el control, por lo que,
con este resultado no se puede concluir que el carvacrol tenga un efecto inhibitorio sobre el
complejo I11. Por lo tanto, se procedio a analizar también la actividad del complejo I11 en presencia

de carvacrol, pero considerando el flujo de electrones proveniente del complejo 1.
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4.2.6. Succinato citocromo c reductasa

Al igual que en el ensayo anterior, la enzima succinato citocromo c reductasa cataliza la
reduccion del citocromo c acoplada a la oxidacién del ubiquinol. Sin embargo, en este caso, se
utiliza rotenona para inhibir el paso de los electrones a la ubiquinona en el complejo I 'y se utiliza
como sustrato el succinato. La determinacion de la concentracion citocromo ¢ reducido se da
también a 550 nm.

Como se observa en la figura 22, el carvacrol inhibi6 la actividad de la citocromo c
reductasa con flujo de electrones proveniente del complejo Il en un 23.1 + 4.6%, mostrando
diferencia estadisticamente significativas con respecto al control.

Figura 22. Actividad de la succinato citocromo c reductasa en presencia de carvacrol a 37.5

ppm.
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Nota. El control fue tomado como el 100% y tiene un valor de 38.9 + 4.2 nmol de citocromo ¢
reducidas/min*mg de proteina de garrapata. Se realizo la prueba de normalidad Shapiro-Wilk
(p>0.05) y prueba t para datos pareados. (*) Representa diferencias significativas (p<0.05).
Este resultado muestra que el carvacrol es capaz de inhibir el paso de electrones al

citocromo ¢ desde el ubiquinol proveniente de la reduccion del succinato en el complejo 1.
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Teniendo en cuenta el resultado de la actividad sobre la succinato deshidrogenasa, donde el
tratamiento con carvacrol no present6 diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control, la reduccién obtenida en este ensayo es netamente la inhibicion sobre el complejo 111. Este
resultado, sumado al obtenido en el ensayo de NADH citocromo ¢ reductasa (Seccion 4.2.5)
muestran que el carvacrol bloquea parcialmente el paso de electrones hacia el citocromo c,
teniendo actividad inhibitoria sobre el complejo I1I.
4.2.7. Citocromo c oxidasa

La enzima citocromo ¢ oxidasa (complejo V) es la Gltima de la cadena transportadora de
electrones, y cataliza la oxidacion del citocromo c proveniente del complejo 11l utilizando los
electrones para la reduccién del oxigeno molecular para finalmente producir agua. En este ensayo
se mide la velocidad de oxidacion del citocromo ¢ previamente reducido por columna utilizando
ditionito de sodio. En este caso no es necesario el uso de los sustratos NADH o succinato, ni de
los inhibidores rotenona 0 KCN.

Figura 23. Actividad de la citocromo ¢ oxidasa en presencia de carvacrol 37.5 ppm.
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Nota. El control fue tomado como el 100% y tiene un valor de 40.6 + 3.7 nmol de citocromo ¢
reducidas/min*mg de proteina de garrapata. Se realizo la prueba de normalidad Shapiro-Wilk
(p>0.05) y prueba t para datos pareados. (*) Representa diferencias significativas (p<0.05).
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Como se muestra en la figura 23, el carvacrol inhibid la actividad de la citocromo ¢ oxidasa
en 34.8 + 4.4%, mostrando diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Este
resultado muestra que el carvacrol tiene una actividad inhibitoria sobre el complejo 1V, impidiendo
la oxidacion del citocromo c reducido proveniente del complejo IlI.

4.2.8. ATP sintasa (ATPasa)

La ATP sintasa es la enzima encargada de la sintesis del ATP utilizando el potencial de
membrana creado por la cadena transportadora de electrones. Sin embargo, bajo ciertas
condiciones especificas, la ATP sintasa también tiene actividad como ATPasa, hidrolizando el

ATP en ADP y fosfato (Nicholls & Ferguson, 2014); por lo tanto, se puede determinar la actividad

de esta enzima a través de la hidro6lisis de ATP y produccion de fosfato. En este ensayo se mide la
concentracion de fosfato producido por la actividad de hidr6lisis de ATP de la ATPasa. Para esto,
se debe tener un medio de reaccion en el que el ATP se mantenga en concentraciones altas, que es
la principal condicion necesaria para que la ATP sintasa tenga actividad de ATPasa, condicién que
se logra con la adicién de la piruvato quinasa (PK) y el fosfoenolpiruvato (PEP). La PK es una
enzima que participa en la glucdlisis, y cataliza la conversién de PEP en piruvato utilizando ADP

y produciendo ATP (Israelsen & Vander Heiden, 2015). De esta forma se mantiene la

concentracion de ATP alta para que se conserve la actividad ATPasa de la enzima, a la cual
también se le adiciona el cofactor Mg?" a través de sulfato de magnesio para su correcto
funcionamiento.

Una vez se ha producido el fosfato y se ha detenido la reaccion adicionando TCA, se
procede a inducir la reaccion del fosfato con molibdato de amonio, formando un complejo azulado
de fosfomolibdato al cual se le puede leer la absorbancia a 820 nm y se puede calcular su

concentracion teniendo en cuenta su coeficiente de extincion molar £s20=10025 M-tcm(Divya et
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al., 2019). Es importante mencionar que para la correcta formacion del fosfomolibdato, es
necesario un pH &cido, que se proporciona adicionando acido sulfarico. Por otro lado, para poder
formar el complejo de fosfomolibdato, debe haber una reduccion del molibdeno, la cual se realiza

adicionando acido ascorbico (Murphy & Riley, 1962).

Como se observa en la figura 24, el tratamiento con carvacrol no presenta diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control. Por lo tanto, la concentracién de fosfato
que reaccion6 con el molibdato de amonio para formar el complejo de fosfomolibdato se mantuvo
constante, mostrando que el carvacrol no es un inhibidor de la ATP sintasa.

Figura 24. Actividad de la ATPasa en presencia de carvacrol 37.5 ppm.
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Nota. El control fue tomado como el 100% y tiene un valor de 0.58 + 0.02 nmol de fosfato
producidos/mg de proteina de garrapata. Se realizo la prueba de normalidad Shapiro-Wilk
(p>0.05) y prueba t para datos pareados. No se hallaron diferencias significativas (p = 0.3328).

En resumen, la actividad inhibitoria que se obtuvo sobre la NADH oxidasa implica una
reduccién de la actividad de la cadena transportadora de electrones en presencia de carvacrol,

afectando los complejos I, 111y IV. Al realizar los ensayos enzimaticos se observé una disminucion
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en la actividad de estos mismos complejos, siendo los complejos 111 y IV los mas afectados. La
actividad sobre el complejo 11, determinada por el ensayo de succinato deshidrogenasa, no se vio
afectada en presencia de carvacrol, al igual que la actividad de la enzima ATP sintasa.

En investigaciones previas realizadas en nuestros grupos de investigacion GIBIM-
CINTROP, se han encontrado inhibiciones similares del carvacrol sobre el metabolismo
bioenergético mitocondrial en otras especies. Por ejemplo, sobre larvas de mosquito Aedes aegypti
se realizaron los trabajos “Actividad insecticida de metabolitos de plantas medicinales que
influyen en la bioenergética mitocondrial y la acetilcolinesterasa en larvas de mosquitos Aedes

aegypti” de Angarita et. al. (2022) y “Actividad larvicida de metabolitos de plantas que afectan la

bioenergética mitocondrial de mosquitos Aedes aegypti” de Pérez et. al. (2022), donde se

obtuvieron inhibiciones por parte del carvacrol a una concentracion de 9,7 ppm de los complejos
[, 'y IV en tejido permeabilizado, comparable con los resultados obtenidos en este trabajo a una
concentracion de carvacrol de 37.5 ppm.

La actividad inhibitoria del carvacrol (Figura 21) sobre estos complejos puede explicarse
debido a su estructura. El anillo aromatico le da un caracter lipofilico a la molécula que, junto a su
pequefio tamafio, hace que tenga mayor facilidad en la interaccion con las membranas de las
células, tanto la citosélica como las mitocondriales, alterando asi la fluidez y organizacion de las

mismas, desestabilizando las funciones cataliticas de los complejos enzimaticos (Nelson & Cox,

2021). Por otro lado, los grupos hidroxilo son centros activos en muchas reacciones enzimaticas,
y podrian jugar un papel importante en la interaccion del carvacrol con los complejos
mitocondriales para su inhibicion, pudiendo interactuar con diferentes residuos aminoacidicos

polares importantes en la actividad catalitica de la enzima, formando puentes de hidrogeno con
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residuos como la serina o el &cido glutamico, teniendo consecuencias graves como por ejemplo la

interrupcion de la unidn de la enzima con su sustrato (Hadjiivanov, 2014).

Figura 25. Estructura del carvacrol

H,C CH,

Nota. Estructura del carvacrol (C10H140). Peso molecular: 150,22 g/mol (Sigma Aldrich, 2022).

Realizada mediante el software ChemDraw.

4.3. Actividad sobre la acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa es una enzima neuronal que cataliza la hidrélisis del neurotransmisor
acetilcolina en acetato y colina. Para este ensayo, la acetilcolinesterasa presente en el extracto
rompe el enlace éster de la acetilcolina liberando tiocolina. EI grupo tiol (-SH) reacciona con el
DTNB rompiendo el enlace disulfuro y formando un compuesto tiol-DTNB y 5-tio-2-
nitrobenzoato (TNB), un anion de coloracion amarilla que puede ser detectado a 405 nm,
calculando la concentracion de tiocolina formada y por tanto, la actividad de la acetilcolinesterasa

(Worek et al., 1999) teniendo en cuenta su coeficiente de extincién molar £105=13300 M*cm™

(Ever et al., 2003).
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Como se observa en la figura 26, el carvacrol inhibi¢ la actividad de la acetilcolinesterasa
en un 27.02 + 2.95%, presentando diferencias estadisticamente significativas con respecto al

control.

Figura 26. Actividad de la acetilcolinesterasa en presencia de carvacrol 37.5 ppm.
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Nota. El control fue tomado como el 100% y tiene un valor de 0.87 = 0.07 nmol de TNB
producidos/min*mg de proteina de garrapata. Se realiz6 la prueba de normalidad Shapiro-Wilk

(p>0.05) y prueba t para datos pareados. (*) Representa diferencias significativas (p<0.05).

Esto muestra que el carvacrol impidié la hidrdlisis de la acetilcolina por parte de la
acetilcolinesterasa, produciendo una menor concentracion de tiocolina que reaccion6 con el DTNB
formando una menor cantidad de iones TNB", haciendo al carvacrol un inhibidor enzimatico de la
acetilcolinesterasa.

En investigaciones previas realizadas en nuestro grupo de investigacion reportadas en el

trabajo de grado de Angarita et. al. (2022) se probd el efecto del carvacrol sobre la

acetilcolinesterasa del mosquito Aedes aegypti, obteniendo una inhibicion del 14.92% a 9.7 ppm.
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Al contrastarlo con los resultados de este trabajo, se observa un comportamiento similar, en donde
hay una reduccion de la actividad de la enzima.

La actividad inhibitoria del carvacrol sobre la acetilcolinesterasa puede ser explicada por
medio de las interacciones de este compuesto con el sitio activo de la enzima. La AChE cuenta
con una triada catalitica compuesta de residuos de serina, histidina y acido glutdmico (Zhang et

al., 2002; Y. Zhou et al., 2010). El grupo hidroxilo del carvacrol le permitiria interactuar tanto con

el grupo hidroxilo de la cadena lateral de la serina, como con el grupo carboxilico del &cido
glutamico, proporcionando una mayor estabilidad a la estructura enzima-carvacrol, impidiendo la

interaccion con la acetilcolina. Lo cual es observado en los resultados de la actividad de la enzima.

5. Conclusiones

1. El método de maceracion ideal para la extraccion de proteina de larvas R. microplus es el
que implica una maceracién mecéanica fuerte, con el que se extrajo una mayor
concentracion de proteina y mejores resultados de respiracién mitocondrial.

2. La respiracion de las mitocondrias de R. microplus usando succinato como sustrato es
significativamente menor que usando NADH. Lo que puede ser explicado mediante el bajo
metabolismo que tienen las larvas de la especie, probablemente causado por el fendémeno
de diapausa en el que entran en su estado larvario.

3. El carvacrol inhibe la respiracion de la mitocondria usando NADH como sustrato a una
concentracion 37.5 ppm, impidiendo el flujo de electrones a través de los complejos de la

cadena transportadora de electrones.

65



MECANISMO DE ACCION ACARICIDA SOBRE R. microplus

4. El carvacrol a 37.5 ppm inhibe el complejo | en un 18.78 = 1.67%, el complejo 111 en un

29.95 £ 3.30% a través de NADH y un 23.16 + 4.55% a través de succinato; el complejo

IV en un 34.83 £ 4.41% y la acetilcolinesterasa en un 27.02 + 2.95%.

6. Recomendaciones

Es posible estudiar a la garrapata R. microplus desde otros estadios, analizando la
inhibicion de los metabolitos sobre los huevos, las ninfas, las adultas y las hembras ingurgitadas.
Esto con el fin de determinar el metabolismo de la especie en diferentes estadios debido a las
diferencias que existe en su comportamiento a lo largo de su ciclo de vida.

Se recomienda el analisis de otros compuestos con actividad acaricida sobre las larvas de
R. microplus, con el fin de buscar posibles mezclas sinérgicas con las cuales se puedan desarrollar
acaricidas con concentraciones menores y distintos mecanismos de accion.

Finalmente, se puede ampliar el nimero de dianas farmacoldgicas a la cual se les realiza la
evaluacion enzimética, como por ejemplo estudiar la inhibicion de enzimas de rutas metabdlicas
diferentes a la fosforilacion oxidativa como la hexoquinasa en la glucolisis.

7. Divulgacion cientifica

El trabajo en el proyecto 3739 “Formulacion de un ixodicida y/o ixorepelente disefiado en
laboratorio con validacion en campo proyectado para la prevencion de la infestacion de garrapatas
en bovinos” me permitié la participacion en el evento “V Congreso Colombiano de Bioquimicay
Biologia molecular C2B2” con el proyecto titulado “Identificacion de metabolitos secundarios con
propiedades repelentes mediante ensayos in silico utilizando como diana farmacoldgica una
proteina G y una proteina semejante a una OBP (Odorant Binding Protein) de insectos proveniente
de Amblyomma americanum (Ixodidae) reportadas como posibles receptores odorantes en

garrapatas Rhipicephalus microplus (Ixodidae)” (Anexo 1).
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8. Anexos

Anexo 1. Certificado de participacion en el V Congreso Colombiano de Bioguimica y Biologia

molecular C2B2
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CERTIFICADO DE ASISTENCIA

ANDRES FELIPE CABEZAS CARDENAS

Con numero de identificacion:
CC 1006319502

Participé en el V Congreso Colombiano de Bioguimica y Biologia Molecular C2B2 y la
X1 Reunion de la Sociedad Latinoamericana de Tuberculosis y otras Micobacteriosis
SLAMTB, realizado en Bucaramanga, Colombia del 08 al 10 de noviembre de 2023,
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El comité organizador del V Congreso Colombiano de Bioquimicay Biologia Molecular C2B2y
la XI Reunioén de la Sociedad Latinoamericana de Tuberculosis y otras Micobacteriosis SLAMTB,

certifican que el trabajo titulado:

“Cribado de metabolitos secundarios con propiedades
repelentes mediante andlisis in silico utilizando como diana
farmacolégica la proteina G y una proteina andloga a las OBPs
(Odorant Binding Protein) de Amblyomma americanum
(Ixodidae) reportadas como posibles receptores odorantes en
garrapatas Rhipicephalus microplus (Ixodidae)”

de autoria de AndrésFellpe Cabezas Cérdenas, Glorla Stefany Avendafio Mora, Bethsy Natalla

Alfonso Nufiez, LulsCarlos Vesga, Jonny E. Duquey Stelia Carclina Méndez Sénchez. fue
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Bucaramanga, del 8 al 10 de noviembre del 2023.
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