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Resumen

Titulo: Alteracion de la cadena respiratoria mitocondrial y la acetilcolinesterasa en
presencia de aceites esenciales con actividad insecticida en Aedes Aegypti.

Autor: Nicolas Mufioz Medina**

Palabra Clave: Aceite esencial, Aedes Aegypti, CTE mitocondrial.

Descripcion:

Debido al considerable aumento poblacional de mosquitos Aedes aegypti, y, por ende, el
aumento de enfermedades virales, se han intensificado las investigaciones para el control de esta
plaga. Sin embargo, el desarrollo de insecticidas quimicos, no han sido del todo beneficiosos, ya
que desde hace varios afios se ha reportado resistencia a dichos insecticidas por una mala
aplicacion, por lo tanto, los insecticidas derivados de productos naturales han ofrecido una
alternativa interesante en el control poblacional de los mosquitos. El CINTROP, anteriormente
corrobord que los siete aceites, Steiractinia aspera; Turnera diffusa; Calycolpus moritzianus;
Piper aduncum; Elaphandra quinquenervis; Hyptis dilatata; Lippia origanoides (Quimiotipo
carvacrol+p-cimeno) presentaron actividad insecticida, por lo que el objetivo de este proyecto fue
contribuir con el posible mecanismo de accion de estas siete sustancias evaluados en la cadena
transportadora de electrones mitocondrial (CTE) y la acetilcolinesterasa. Todos los aceites
evaluados presentaron un porcentaje de actividad de la NADH vy succinato oxidasa
significativamente menor con respecto al control (actividad de la CTE en ausencia de aceites
esenciales). Se midi6 la actividad de enzimas determinantes en el transporte de electrones, tales
como la citocromo ¢ oxidasa, la cual presento alteraciones en presencia de los aceites H. dilatata

y L. origanoides; NADH deshidrogenasa fue alterada unicamente por H. dilatata, succinato
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deshidrogenasa exhibié una inhibicion en presencia de los aceites S. aspera y T. difussa; y la
enzima succinato citocromo ¢ reductasa present6 alteraciones en presencia de los aceites C.
moritzianus, P. aduncum y E. quinquenervis. La descripcion del posible mecanismo de accion de
estos aceites esenciales insecticidas, representan un aporte en la busqueda y disefio de mejores

métodos de control vectorial.
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Abstract

Title: Alteration of the mitochondrial respiratory chain and acetylcholinesterase in the
presence of essential oils with insecticidal activity in Aedes Aegypti.

Author: Nicolas Muinoz Medina**

Key Words: Essential oil, Aedes Aegypti, Mitochondrial CTE.

Description:

Due to the considerable increase in the population of Aedes aegypti mosquitoes and,
consequently, the increase in viral diseases, research has been intensified to control this pest.
However, the development of chemical insecticides has not been entirely beneficial since, for
several years, resistance to these insecticides has been reported due to poor application. Therefore,
insecticides derived from natural products have offered an interesting alternative in the control of
the mosquito population. CINTROP previously confirmed that the seven oils, Steiractinia aspera;
Turnera diffusa; Calycolpus moritzianus, Piper aduncum; Elaphandra quinquenervis, Hyptis
dilatata; Lippia origanoides (Chemotype carvacrol+p-cymene) presented insecticidal activity, so
the objective of this project was to contribute with the possible mechanism of action of these seven
substances evaluated in the mitochondrial electron transport chain (ETC) and acetylcholinesterase.
All the evaluated oils presented a significantly lower percentage of NADH and succinate oxidase
activity compared to the control (ETC activity in the absence of essential oils). The activity of
determining enzymes in electron transport was measured, such as cytochrome c oxidase, which
presented alterations in the presence of H. dilatata and L. origanoides oils; NADH dehydrogenase
was altered only by H. dilatata, succinate dehydrogenase exhibited an inhibition in the presence

of S. aspera and T. difussa oils; and the enzyme succinate cytochrome c reductase showed
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alterations in the presence of C. moritzianus, P. aduncum and E. quinquenervis oils. The
description of the possible mechanism of action of these insecticidal essential oils represents a

contribution to the search and design of better vector control methods.
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Introduccion

Las enfermedades transmitidas por los insectos son de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en todo el mundo (Elston, D. M., 2004). El Aedes aegypti, una especie
de artropodo hemato6fago, es el principal transmisor de los arbovirus: Dengue (DENV), Zika
(ZIKV) y Chikunguiia (CHIKYV), por lo tanto, es objeto de investigaciones para control de su
propagacion, teniendo como estrategia principal, el uso de insecticidas sintéticos (Borrero-
Landazabal et al., 2018).

Sin embargo, el problema con estos productos es que su aplicacion a largo plazo y su uso
extensivo, han resultado en la acumulacion de residuos en los alimentos, el agua, el suelo y, a su
vez, provocando efectos adversos para la salud humana y los ecosistemas. Ademas, varios
estudios reportan que el uso indiscriminado de estas sustancias quimicas induce la resistencia en
los insectos (Mossa et al., 2018; Elumalai et al., 2012; Grisales, 2013).

Como consecuencia de lo anterior, la comunidad cientifica ha puesto sus esfuerzos en
sustituir estos productos quimicos de origen sintético por alternativas mas seguras; los productos
naturales, extraidos de las plantas, han sido foco de estudio dado el sistema defensivo que estas
presentan, de manera natural, contra multiples insectos. Ademas, se ha demostrado que su uso
para la creacion de sustancias insecticidas, presentan un efecto amigable al medio ambiente,
siendo no téxico para los mamiferos.

A comparacion de los productos sintéticos, la efectividad de los productos naturales
como insecticidas, radica en que los insectos, no generan resistencia hacia estos, debido a que
estos compuestos poseen multiples componentes que le permiten atacar multiples dianas

farmacologicas. Entre los mas destacados se encuentran los aceites esenciales, que han
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presentado un efecto insecticida sobre el vector Aedes aegypti (Batish et al., 2008; Garcia &
Pérez 2009).

Un beneficio de los aceites esenciales es que su composicion diversa de metabolitos
secundarios le permite presentar una mayor dificultad al vector para generar resistencia hacia
este. Ademas, presentan una actividad incrementada con respecto a los compuestos individuales
(Zoubiri & Baaliouamer, 2014). Los aceites esenciales sirven como ingredientes bioactivos en
formulaciones de insecticidas (Chaudhari, 2021).

El Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales (CINTROP) se ha centrado en
el estudio de la actividad insecticida de una gran variedad de aceites esenciales, en el que
sobresale la accion biocida de Salvia officinalis (Lamiaceae), donde se reportd: dafio del ADN,
inhibicion de la acetilcolinesterasa (AChE) y alteraciones enzimdticas mitocondriales (Castillo et
al., 2019; Borrero et al., 2018; Borrero et al., 2020).

Con base en lo anterior, el objetivo principal de este trabajo de investigacion es el estudio
del mecanismo de accion los aceites Steiractinia aspera; Turnera diffusa; Calycolpus
moritzianus; Piper aduncum; Elaphandra quinquenervis; Hyptis dilatata; Lippia origanoides
(Quimiotipo carvacrol+p-cimeno) previamente evaluados en el laboratorio y que presentaron
actividad insecticida, ya que un conocimiento de su mecanismo de accion puede ayudar a
predecir el espectro de actividad en los microorganismos. Esta informacion también se puede
utilizar para derivatizar estratégicamente las moléculas para reducir la toxicidad del huésped,
aumentar la afinidad o promover la absorcion. Siendo el foco principal en las dianas
farmacoldgicas; la acetilcolinesterasa y las proteinas de la cadena transportadora de electrones

mitocondrial, en larvas de mosquito Aedes aegypti.
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1. Objetivos
1.1 Objetivo general
Contribuir con el posible mecanismo de accidon de siete sustancias insecticidas de origen
natural con actividad insecticida, Steiractinia aspera; Turnera diffusa; Calycolpus moritzianus;
Piper aduncum;, Elaphandra quinquenervis; Hyptis dilatata; Lippia origanoides (Quimiotipo

carvacrol+p-cimeno) sobre larvas (L4) de Aedes aegypti.

1.2 Objetivos especificos

Determinar el efecto de siete aceites esenciales con actividad insecticida, Steiractinia
aspera; Turnera diffusa; Calycolpus moritzianus; Piper aduncum; Elaphandra quinquenervis;
Hyptis dilatata; Lippia origanoides (Quimiotipo carvacrol+p-cimeno) sobre la actividad de la
cadena transportadora de electrones mitocondrial, en larvas (L4) de Aedes aegypti.

Evaluar el efecto neuroldgico de siete aceites esenciales con actividad insecticida,
Steiractinia aspera; Turnera diffusa; Calycolpus moritzianus; Piper aduncum; Elaphandra
quinquenervis; Hyptis dilatata; Lippia origanoides (Quimiotipo carvacrol+p-cimeno) sobre la

actividad de la enzima acetilcolinesterasa en larvas (L4) de Aedes aegypti.
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2. Marco de referencia
2.1 Aedes aegypti
Aedes aegypti es un insecto holometéabolo, es decir, su ciclo de vida abarca una
metamorfosis completa con un estado de huevo, cuatro estadios de larva (L1-L4), pupa y adulto

(ver Figura 1) (Zettel & Kaufman, 2013).

Figura 1

Ciclo de vida del mosquito Aedes aegypti
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Tomado de (Vidal et al., 2017).

Este ciclo de vida es completado en dos ambientes diferentes, las larvas y las pupas se
desarrollan en habitats acudticos, mientras que los huevos y los mosquitos adultos se desarrollan
en un ambiente terrestre. El ciclo de vida de estos artropodos inicia con la obtencion de sangre de
vertebrados (principalmente humanos) por parte de las hembras, esto con la finalidad de alcanzar
el hierro (Fe) necesario para lograr completar los nutrientes para la maduracion de los huevos.

Los huevos son depositados en superficies himedas, en mayor medida donde se logre almacenar
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agua. Inicialmente se ven de color blanco, pero en cuestion de minutos pasan a un color negro
brillante (Zettel & Kaufman, 2013; Geris et al., 2012). Los huevos eclosionan en agua
conduciendo a los cuatro estadios larvarios; primero (2mm), segundo (3mm), tercero (4mm) y

cuarto (8mm) (ver Figura 2).

Figura 2

Comparacion de los diferentes estadios de larva de Aedes Aegypti

Tomado de (Cruz, 2017).

Los mosquitos Aedes aegypti son los principales vectores de los virus del Dengue
(DENYV), Zika (ZIKV), Chikunguia (CHIKYV), entre otros (Centers for Disease Control and
Prevention, Mosquito Life Cycle, 2012). En la actualidad esta especie se ha logrado establecer
por todo el mundo encontrandose en los paises mediterraneos, paises tropicales y subtropicales
incluyendo su pais de origen, Africa; donde se cree que su llegada a diversas partes del mundo se
debe a la entrada como polizones en barcos esclavistas durante los siglos XVI 'y XVII (ver Figura

3) (European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)).
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Figura 3

Distribucion mundial de Aedes aegypti

Nota. El mapa muestra la probabilidad de ocurrencia. Tomado de (Kraemer et al., 2015).

Los virus transmitidos por estos artropodos son conocidos como arbovirus y son
actualmente una de las mayores amenazas de salud publica en el mundo; esto es debido a que
son generadores de enfermedades virales que resultan relevantes tanto en mortalidad como en
morbilidad (Campbell et al., 2015). Debido a que el listado de arbovirus registrados es amplio, se
clasifican en diferentes familias, siendo las mas importantes, el virus del dengue (DENV) y el
Zika (ZIKV) pertenecientes a la familia de Flaviviridae, y el virus de chikungufia (CHIKV)
perteneciente a la familia Togaviridae (Blitvich, 2016).

El virus del dengue (DENV) y sus cuatro serotipos son los patdogenos arbovirales que se
presentan en casi todos los paises con ambientes tropicales o subtropicales, poniendo en riesgo
de infeccion a casi un tercio de la poblaciéon humana mundial (Weaver & Vasilakis, 2009;

Campbell et al., 2015). Son causantes de la fiebre del dengue (DF), una enfermedad autolimitada
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que dura de 2 a 10 dias, sin embargo, si la dolencia progresa, se desarrolla la fiebre hemorragica
del dengue (DHF) que puede poner en peligro al portador (Weaver & Vasilakis, 2009).

Anualmente se reportan mas de 1,1 millones de casos por Chikunguna (CHIKV) y 220
mil casos por zika (ZIKV) en América Latina (Coldn et al., 2017; Yactayo et al., 2016). En
Colombia, el Instituto Nacional de Salud reportd 156 casos de chikungufia (CHIKV) y 160 casos
de Zika (ZIKV) (Instituto Nacional de Salud, 2020). A su vez, en abril del 2016 la organizacion
panamericana de la salud confirmo la presencia del virus del Zika (ZIKV) en 35 paises
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2020).

En la actualidad no existe cura para ninguna de las enfermedades virales anteriormente
nombradas y gracias a los cambios climdticos a nivel global, la expansion de poblaciones de
mosquitos Aedes aegypti podria causar un dafio a la poblaciéon humana. Por ende, las
enfermedades transmitidas por estos vectores constituyen una importante causa de muerte, carga
de morbilidad, un estancamiento en el desarrollo socioecondémico y una carga para los servicios
de salud. Es de vital importancia avanzar en el estudio de estos vectores, ya que no han podido
ser controlados de manera eficaz y permanente (Iwamura et al., 2020). La estrategia ideal
mientras se logran obtener vacunas o tratamientos farmacoldgicos efectivos para el humano, es el
enfoque en el estudio, disefio y la fabricacion de insecticidas que permitan el manejo de la

poblacion de estos mosquitos.

2.2 Alternativas de remplazado para los insecticidas convencionales
Los insecticidas son una estrategia ampliamente usada para el control poblacional de
Aedes aegypti. Los mas utilizados son los: organofosforados, como el Temefos (a) (Grisales et

al., 2013), los organoclorados, como el DDT (b) (Aguirre et al., 2015), los carbamatos, como el
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Propoxur (c) (Ocampo et al., 2011) y, por ultimo, los Piretroides, como el Lambda Cialotrina (d)

(Ocampo et al., 2011) (ver Figura 4).

Figura 4

Insecticidas mas utilizados
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Nota. Temefos (a), DDT (b), Propoxur (c), Lambda Cialotrina (d).

Los insecticidas organoclorados, impiden la transmision normal del impulso nervioso
afectando los axones de las neuronas, ademas de la fosforilacion oxidativa en las mitocondrias
(Ponce et al., 2006). Los piretroides afectan tanto el sistema nervioso central como el periférico,
estimulando inicialmente las células nerviosas y produciendo repetidas descargas ademas de
eventuales casos de paralisis (Ponce et al., 2006). La actividad insecticida de los compuestos
organofosforados y carbamatos se asocia con su capacidad para inhibir la enzima
Acetilcolinesterasa (AChE) (Borrero et al., 2018). El problema con estos compuestos radica en

que ocasionan dafios irremediables; su uso constante provoca que el vector genere resistencia
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hacia el insecticida, siendo esta una de las principales amenazas para la eficacia de los programas
de control de vectores (Borrero et al., 2018).

Recientemente, se han desarrollado insecticidas con menos toxicidad y menos
persistentes en el medio ambiente, como los neonicotinoides y las oxadiazinas. (Isman, 2015).
Sin embargo, estudios han revelado que Aedes aegypti ha adquirido resistencia hacia los
insecticidas sintéticos mas utilizados (organofosforados, los organoclorados, los carbamatos, los
piretroides) (Melo et al., 2010; Diniz et al., 2014; Grisales et al., 2013).

Finalmente, los insecticidas de origen vegetal (extractos de plantas, aceites esenciales y/o
metabolitos secundarios) han sido de especial interés debido a la gran biodiversidad de especies
que se encuentran en el mundo. Por lo tanto, los insecticidas derivados de productos naturales
ofrecen una favorable gama de nuevos compuestos mas seguros para el control de mosquitos, y
para los diferentes ecosistemas. La mezcla sinérgica de sus compuestos activos induce varios
mecanismos de accién y da como resultado una menor resistencia.

Las plantas producen una variedad de sustancias quimicas que cumplen funciones no
esenciales en ellas, permitiendo que la ausencia de estas, no sean letales para el organismo. Entre
estos compuestos activos se incluyen los terpenos, alcaloides, amidas, esteroides, flavonoides,
furanocromonas, fenilpropanoides, derivados del fenol, lignanos, neolignanos, naftoquinonas,
acidos grasos y sus derivados. Los metabolitos secundarios, son parte de un conjunto de
moléculas organicas que poseen ciertas caracteristicas Unicas, y actuan en las interacciones
ecologicas entre la planta y su ambiente (Swain 1973; Levin 1976; Cronquist 1977; Ringuelet &
Vina, 2013; Bennett & Wallsgrove, 1994). De acuerdo con los principios activos de los

metabolitos secundarios, son agrupados de la siguiente manera:
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Terpenoides, existen alrededor de 25.000 metabolitos secundarios pertenecientes a este
grupo. Derivan del compuesto IPP (Isopentenil difosfato) y se forman por la ruta del acido
mevalonico. Hacen parte de una extensa variedad de tipos de plantas y poseen una actividad
biologica importante, entre las que se encuentran los aceites esenciales (AEs) (Croteau &
Kutchan 2000; Goodwin 1971).

La toxicidad de los terpenos contra Aedes aegypti puede asociarse con su propiedad no
polar; esta propiedad aumenta la capacidad del compuesto para penetrar la cuticula de las larvas
hidrofobicas y las vuelve mas toxicas para el insecto a diferencia de los compuestos polares. Se
han identificado alrededor de 8.000 compuestos fendlicos conocidos que son sintetizados por dos
rutas, la ruta del 4cido shikimico o por la del malonato/acetato (Croteau & Kutchan 2000;
Lincoln & Eduardo 2006). Son conocidos alrededor de 12.000 alcaloides, su estructura presenta
uno o mas grupos nitrégeno y son sintetizados a partir de aminoacidos.

Estos compuestos presentan una gran diversidad quimica (Croteau & Kutchan 2000;
Robinson 1981). El alcaloide girgensohnina, un metabolito de N-cianometilpiperidina presente
en el arbusto Girgensohnia oppositiflora (Amaranthaceae), exhibid propiedades anti-AChE in
vitro moderadas (IC50 = 93 uM) (Rueda, Andrés G., 2018; Carrefio Otero, Aurora L., 2014;
Silvério M. 2020).

Sin embargo, los aceites esenciales (AE) han llamado la atencion de los investigadores
debido a que poseen componentes aromaticos derivados del fenol y componentes alifaticos,
capaces de aportar propiedades de olor y sabor, ademas, le confieren a la planta mecanismos de
defensa contra diferentes plagas, e incluso, las protege de las diferentes temperaturas, ya que

actian como antibacterianos, antivirales y antifingicos (Regnault, Catherine,.2012).
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Dentro de la variedad de compuestos, estan los metabolitos vegetales secundarios
lipofilos y altamente volatiles, que pueden separarse fisicamente de otros componentes vegetales
o del tejido. Segun lo define la Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO), el término
“aceite esencial” se reserva para ‘“un producto obtenido a partir de materia prima vegetal, ya sea
por destilacion con agua o vapor, o del epicarpio de frutos citricos mediante un proceso
mecanico, o por destilacion seca”, es decir, unicamente por medios fisicos (Turek, 2013).

Se ha reportado la concentracion letal (CL50) a 24 horas de aceites esenciales extraidos
de plantas colombianas: Steiractinia aspera (42.4 ng/mL); Turnera difusa (70.9 pg/mL);
Calycolpus moritzianus (55.8 ng/mL); Piper aduncum (61.9 ng/mL); Elaphandra quinquenervis
(59.8 ng/mL); Hyptis dilatata (61.1 ng/mL); Lippia origanoides (Quimiotipo carvacrol+p-
cimeno) (73.3 pg/mL) (Duque J, 2023). Los aceites esenciales pueden ser sintetizados por todos
los 6rganos de la planta por ejemplo: flores (bergamota, Citrus bergamia), hojas (limoncillo,
Citronella; eucalipto, Eucalyptus), madera (sandalo, Santalum), raices (pasto vetiver,
Chrysopogon zizanioides), rizomas (jengibre, Zingiber officinale; Circuma, Curcuma longa),
frutos (anis, Pimpinella anisum), semillas (nuez moscada, Myristica fragrans) y se almacenan en
células secretoras, cavidades, canales, células epidérmicas o tricomas glandulares (Bakkali,
2008).

Se clasifican de acuerdo con sus componentes mayoritarios en compuestos terpénicos,
sesquiterpenoides y fenilpropanoides, ademas de ser ampliamente utilizados como bactericidas,
virucidas, fungicidas, antiparasitarios e insecticidas (Bakkali, 2008). Los monoterpenos presentes
en los AE pueden contener terpenos que son hidrocarburos (a-pineno), alcoholes (mentol, geran-
iol, linalol, terpinen-4-ol, p-mentano-3,8 diol), aldehidos (cinamaldehido, cuminaldehido),

cetonas (tujona), éteres (1,8-cineol) y lactonas (nepetalactona) (Regnault, 2012). Dada la



EFECTO DE ACEITES ESENCIALES EN AEDES AEGYPI 24

compleja mezcla de compuestos activos, estas sustancias pueden actuar de manera sinérgica
como una defensa, atacando asi multiples dianas biologicas y, por ende, dificultando que los
mosquitos generen resistencia hacia estos (Pavela, 2019).

Trabajos recientes muestran que, en las células eucariotas, los aceites esenciales pueden
actuar como prooxidantes que afectan las membranas celulares internas y los orgdnulos como las
mitocondrias. En algunos casos, los cambios en el potencial redox intracelular y la disfuncién
mitocondrial inducida por los aceites esenciales pueden asociarse con su capacidad para ejercer
efectos anti-genotoxicos. Estos hallazgos sugieren que, al menos en parte, los efectos
beneficiosos encontrados de los aceites esenciales se deben a efectos prooxidantes a nivel celular
(Bakkali, F,.2008). Existen multiples estudios en donde se evalua la actividad insecticida de
diferentes aceites esenciales (Vera et al., 2014; Dias et al., 2015; Matasyoh et al., 2011; Zoubiri

& Baaliouamer, 2014; Pavela, 2019).

2.3 Mecanismos de accion de insecticidas

Los mecanismos responsables de la resistencia a los insecticidas son complejos e
incluyen cambios de comportamiento y/o fisioldgicos. En los mosquitos, la resistencia esta
asociada con la modificacion del sitio objetivo y la resistencia metabdlica; la resistencia del sitio
objetivo conlleva mutaciones que conducen a una alteracion del sitio objetivo y resistencia a los
insecticidas quimicos; la resistencia metabdlica, implica alteraciones en la expresion de una
compleja serie de enzimas y vias de desintoxicacion, cuyos mecanismos no son conocidos. La
resistencia metabolica se produce a través de una mayor biodegradacion del insecticida,
generalmente a través de la sobreproduccion de enzimas de desintoxicacion como P450,

glutation S-transferasas (GST) y carboxi/colinesterasas (CCE). De ellas, las enzimas P450 son la
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principal familia de enzimas asociadas con la resistencia a la mayoria de los insecticidas (David,
J.P., 2013; Rodolphe, 2008; Hilary, 2011).

Estos mecanismos son producto de mutaciones en el genoma del mosquito, dada la
extensa exposicion a dosis subletales de los insecticidas (Liu, 2015). El interés en resolver esta
problematica, ha llevado a la busqueda de nuevas herramientas que presenten multiples
mecanismos de accion y/o diferentes dianas farmacoldgicas: entre esas, existen las herramientas
bioldgicas que controlan la etapa adulta, estas se basan en el comportamiento, como la Técnica
del Insecto Estéril (TIE), la Técnica del Insecto Incompatible (IIT) y la Liberacion de Insectos
portadores de un gen Letal Dominante (RIDL), que implican la esterilizacion de insectos
mediante irradiacion quimica natural. Otra técnica aplicada frente al estadio adulto es el uso de
hongos entomopatogenos, como los Entomophthorales, Hypocreales y Pezizales (Less, 2015;
Alphey, .2013).

Los insecticidas organofosforados y carbamatos actuan inhibiendo la enzima
acetilcolinesterasa. Los piretroides y algunos organoclorados se dirigen a los canales de sodio.
Los ciclodienos y policloroterpenos se dirigen a los receptores del acido gamma-aminobutirico
(GABA) (Hemingway, 2000). Un enfoque bioldgico es el uso de bacterias entomopatdgenas
(Bacillus thuringiensis israelensis 'y Bacillus sphaericus), que actian mediante la accion toxica
de sus esporas dafiando el epitelio intestinal de las larvas (Silvério, 2020). La completa
comprension de los mecanismos de accion de los insecticidas de origen natural es atn incierta,
por lo que son necesarias mas investigaciones en este campo de estudio. Sin embargo, se han
propuesto y probado varios mecanismos. La mayoria de los estudios sobre mecanismos de accion
se han centrado en la etapa larvaria, particularmente en la alimentacion y/o el contacto. En el

caso del contacto puede implicar inhibicién enzimatica, toxicidad para el sistema nervioso,
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alteracion endocrina y para la ingestion, la accion suele ser a través de toxicidad digestiva, entre
otros mecanismos dependiendo del sitio objetivo (Braga, 2007).

La rapida accion toxica de los aceites esenciales contra el insecto indica un posible modo
de accion neurotdxico (Moshe, 2002). Los fitoquimicos pueden actuar en los sistemas
colinérgico, GABA, mitocondrial y octopaminérgico. Dado estos multiples mecanismos de
accion, el desarrollo de resistencia por parte del vector Aedes aegypti hacia estos extractos
vegetales presenta mayor dificultad (Rameshwar, 2010; Gomes, 2018).

El comité de Accion de Resistencia de los Insecticidas (IRAC), clasifico los mecanismos
de accion de diferentes insecticidas comerciales segun los tipos dianas: nervios y musculos, el
crecimiento y desarrollo, la respiracion mitocondrial, el intestino medio y dianas no conocidas.
El presente proyecto de grado centrara su interés en las principales dianas farmacoldgicas: la
mitocondria y la enzima acetilcolinesterasa, ya que son pieza clave para el control poblacional

del vector Aedes aegypti.

2.4 Enzima acetilcolinesterasa (AChE)

La acetilcolinesterasa (AChE) funciona en los sistemas nerviosos central y periférico,
junto con el receptor acetilcolina, en la transmision de potenciales de accion a través de sinapsis
neuromusculares y nerviosas; esta enzima pertenece al grupo de las hidrolasas, por lo que su
tarea fisiologica es la destruccion hidrolitica del neurotransmisor catidnico acetilcolina (ACh),
siendo la responsable de la regulacion de su concentracion. La hidrolisis del neurotransmisor
ACh produce la formacion del ion acetato y el nutriente colina (ver Figura 5). La reaccion de
hidrolisis logra detener de manera efectiva la sefial, formando moléculas de acetilcolina capaces

de volverse a utilizar en otra sefial. La inhibicion de est4 enzima, por ejemplo, utilizando el
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insecticida carbamato, Propoxur, provoca el acaparamiento de acetilcolina, lo que ocasiona la
hiperestimulacion de los receptores nicotinicos y muscarinicos, logrando asi la interrupcion de la
neurotransmision y generando ataxia, que significa la pérdida total de la coordinacion en el
sistema neuromuscular y eventualmente la muerte del mosquito (Lopez & Pascual-Villalobos,

2010; Quinn, 1987).

Figura §

Hidrolisis de la acetilcolina (ACh) por la enzima acetilcolinesterasa (AChE)
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2.5 Mitocondria

Las mitocondrias o como son frecuentemente llamadas “centrales energéticas™ son
organulos celulares eucariotas encargados de suministrar la mayor parte de la energia necesaria
para la activacion celular mediante un proceso denominado respiracion celular. Estas organelas
actiian como centrales energéticas, sintetizando ATP a partir de la glucosa, acidos grasos y
aminoacidos (Detmer & Chan, 2007; Youle & Bliek 2012).

Presenta un papel muy importante en el metabolismo celular, ya que, ademas de sintetizar
y mantener los niveles de ATP en la célula, es la encargada de regular los mensajeros
secundarios como el Ca?"y las especies reactivas de oxigeno (ERO) (Zorov et al., 2006; Sims &

Muyderman, 2010).
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Figura 6

Representacion grdfica de la Mitocondria
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Tomado de (Mathews et al., 2002).

2.5.1 Cadena respiratoria mitocondrial

La cadena respiratoria mitocondrial estd conformada por complejos enzimaticos
presentes en la membrana interna, involucrados en la transferencia de electrones al oxigeno por
medio de bombas de protones redox-impulsadas y el uso de los gradientes eléctricos y de
protones en la sintesis de ATP. Estd compuesta por cinco complejos, en donde los cuatro
primeros son los encargados del flujo de electrones, y el quinto, el encargado de la sintesis de
ATP. El complejo I y el complejo II reciben electrones de la oxidacion del NADH y del
succinato, y luego los pasan a un transportador electronico lipidico, la coenzima Q. El complejo
[T oxida la forma reducida de la coenzima Q y reduce a su vez al citocromo c, un transportador
electronico proteico que también puede desplazarse por el interior de la membrana interna.

Para finalizar, el complejo IV acopla la oxidacion del citocromo ¢ con la reduccion del O

a agua. La energia liberada por estas reacciones exergdnicas crea un gradiente de protones a
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través de la membrana interna, al bombearse los protones hacia el espacio intermembrana, los
protones vuelven a entrar luego en la membrana a través de un canal especifico en el complejo
V. La energia liberada por este proceso exergdnico impulsa la sintesis endergonica de ATP a

partir de ADP y fosfato inorganico.

Figura 7

Cadena respiratoria mitocondrial
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2.5.2 Complejo 1

La NADH: ubiquinona oxidorreductasa o complejo I (ver Figura 8) es un gran complejo
multienzimatico, con un tamafio aproximado de 1.000 kDa. Su estructura posee una forma de L
con un gran dominio en la membrana, con alrededor de 60 hélices transmembrana, y un dominio
hidréfilo. El complejo I es el encargado de captar dos electrones del NADH, oxidandolo a NAD"

y reducir la flavina mononucleotica (FM) a FMNH», mediante una secuencia de clusters hierro-
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azufre que Unicamente reciben un electron, llevandolo hasta la ubiquinona, terminando en la
formacion de ubiquinol (QHz). Aparte del transporte electronico, el complejo I bombea protones
a través de la membrana, gracias a una bomba de protones redox-impulsada, generando asi un
gradiente electroquimico siendo la estequiometria aceptada 2H"/e” (Hatefi 1985; Carroll &

Fearnley 2003; Letts et al., 2016).

Figura 8
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2.5.3 Complejo I1

La succinato deshidrogenasa (SDH): Succinato coenzima Q reductasa o complejo II (ver
Figura 9), es un complejo proteico propio de la membrana interna mitocondrial; participa en el
ciclo del acido tricarboxilico, sin embargo, no tiene la capacidad de conservar energia redox
como un potencial quimico (Ishaaya, Nauen, & Horowitz, 2007; Mathews et al., 2002).

La enzima esta compuesta de cuatro subunidades, dos hidrofilicas y dos hidrofobicas:
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Succinato deshidrogenasa subunidad A (SDHA). Es una flavoproteina (Fp) hidrofilica
que tiene unida covalentemente como cofactor una molécula de FAD. También contiene el sitio
de union del succinato.

Succinato deshidrogenasa subunidad B (SDHB). También hidrofilica, contiene tres
clusters de hierro-azufre: 2Fe-28S, 4Fe-4S y 3Fe-4S.

Succinato deshidrogenasa subunidad C (SDHC). Hidrofobica. Une el complejo proteico a
la membrana de la mitocondria.

Succinato deshidrogenasa subunidad D (SDHD). Hidrofébica. Une el complejo proteico a

la membrana de la mitocondria.

Figura 9.
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2.5.4 Complejo 111

El citocromo bci: Ubiquinona-citocromo c-oxidorreductasa o complejo III (ver Figura
10) consta de 11 o 12 subunidades, posee una masa de 490 kDa; el complejo cataliza el
transporte de electrones del ubiquinol al citocromo ¢ y a su vez actia como una bomba de
protones redox-impulsada, presentando una relacion estequiometria de 4H'/2¢". El mecanismo de
reaccion de este complejo se le denomina ciclo de la ubiquinona, en el que la molécula de
ubiquinol (QH2) es oxidada, por lo que un electrén es donado hacia la proteina Rieske, para,
posteriormente, ser dirigidos hacia el citocromo c¢. Un electrén es transferido a una molécula de

ubiquinona Q, reduciéndose a ubiquinol. (Yu et al., 2013; Gao et al., 2003).

Figura 10
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2.5.5 Complejo IV

El citocromo aa3: citocromo ¢ oxidasa o complejo IV es la Glltima enzima perteneciente a
la cadena transportadora de electrones (ver Figura 11). Esta recibe un total de 4 electrones de las
moléculas de citocromo ¢ presentes. El ferrocitocromo ¢ (el citocromo ¢ reducido) reduce el
oxigeno en dos moléculas de agua, teniendo al complejo como catalizador de la reaccion.
Ademas, un paso de protones a través de la membrana genera un potencial electroquimico de
protones, que es aumentado por el bombeo transmembrana de protones redox-impulsado desde la
matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana con estequiometria de 2H'/2¢’; la enzima
ATP sintasa emplea esa energia para la sintesis de ATP (Mathews et al., 2002; Brunori,

Antontni, Malatesta, Sarti, & Wilson, 1987; Tsukihara 1995).

Figura 11
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2.5.6 Complejo V

La F1Fo-ATPasa: Complejo ATP sintasa o complejo V, es una enzima transmembranal
que cataliza la sintesis de ATP celular a partir de ADP, fosfato inorganico (Pi) y la energia
suministrada por un flujo de prones (H"). La ATP sintasa es una de las proteinas mas abundantes
en la tierra, y la sintesis de ATP es la reaccion quimica que mas sobresale en el mundo biolédgico.
La ATP sintasa actiia de forma independiente respecto a la cadena transportadora de electrones.
Posee un didmetro de 10 nm y se compone de dos complejos principales: un rotor incorporado en
la membrana mitocondrial interna (Fo), un dominio catalitico hidrofilico que sobresale de la
membrana (F1). Estos dos complejos se asocian mediante interacciones electrostaticas. El
componente Fo esta formado por las subunidades a, bz y c10-14. La parte F1 consta de las
subunidades a3, B3, v, 0 y €. Ademas, la parte principal del complejo F1 esta formada por los tres

dimeros aff (Mathews et al., 2002; Yoshida2001, Muneyuki, & Hisabori, 2001).

Figura 12.
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3. Metodologia
La Figura 13 muestra un flujograma de la metodologia aplicada en el presente trabajo de

investigacion, seguido, se detalla uno a uno el protocolo realizado.

Figura 13

Flujograma de la metodologia.
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3.1 Material Bioldgico

Fueron empleadas larvas Aedes aegypti cepa Rockefeller del laboratorio de Entomologia
Médica del Centro de Investigaciones de Enfermedades Tropicales (CINTROP) de la UIS. Los
individuos permanecieron en condiciones de colonia a una temperatura de 25+5 °C, humedad
relativa de 70+5% y fotoperiodo de 12:12. Los zancudos adultos, se alimentaron con una

solucion de miel al 10%. Empleando la sangre de ratas albinas (Rattus norvegicus) tipo Winstar
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WI IOPS AF/Han, facilitadas por el bioterio de la facultad de salud de la Universidad Industrial
de Santander, cumpliendo las disposiciones de la ley 84 de 1989 del Congreso de Colombia y la
Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia, fueron alimentadas las hembras
para la produccion de huevos.

La recoleccion de huevos se realizd en cada jaula de cria, colocando contenedores
plésticos con papel filtro humedecido, los cuales se retiraron cada 8 dias. Los huevos se
sumergieron en agua libre de cloro, logrando de esta manera su eclosion al estadio de pupa, que
posteriormente pasaron al estadio de larva, alimentandose con concentrado para peces TetraMin
Tropical Flakes®. Una vez las larvas alcanzaron el estadio L4, fueron separadas empleando una

pipeta Pasteur y se transfirieron a vasos de plastico para su posterior uso.

3.2 Homogenizacion de larvas y cuantificacion de proteinas totales

Se seleccionaron aproximadamente 100 larvas (L4), las cuales se filtraron con tela de tul
y se depositaron en un tubo de homogenizacion con 1500 mL de medio de isotonico (BSA 0.1%,
EGTA 1 mM, HEPES 10 mM, pH 7,2, Sacarosa 250 mM). Se homogenizaron haciendo uso de
un triturador de tejidos Potter-Elvenhjem. El resultante fue filtrado a través de una jeringa de
vidrio con el fin de eliminar los residuos del exoesqueleto. La cuantificacion de la proteina total

se realizo mediante el método de Bradford.

3.3 Elaboracion de los Aceites esenciales
Todos los especimenes botanicos utilizados para detectar la actividad insecticida fueron
recolectados de diferentes lugares de Colombia con autorizacion del Ministerio de Ambiente y

Desarrollo Sostenible (MADS) a través de su Direccion de Bosques, Biodiversidad y Servicios
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Ecosistémicos y acceso a recursos genéticos y productos derivados para el programa Union
Temporal Bio-Red-CO-CENIVAM (Resolucion 4 de junio 0812 2014). El proceso de extraccion
fue realizado por el “Centro de Investigacion en Biomoléculas—CIBIMOL y Centro Nacional de
Investigacion para la Agroindustrializacion de Plantas Tropicales Aromaticas y Medicinales—
CENIVAM”.

Se obtuvieron AE de diferentes plantas nativas de América mediante hidrodestilacion
asistida por microondas. Teniendo que los aceites que presentaron mayor actividad fueron:
Steiractinia aspera; Turnera diffusa; Calycolpus moritzianus; Piper aduncum; Elaphandra

quinquenervis; Hyptis dilatata; Lippia origanoides (Quimiotipo carvacrol+p-cimeno).

3.4 Determinacion de la actividad enzimatica mitocondrial

El efecto de los aceites esenciales sobre los complejos enzimaticos relacionados con la
cadena respiratoria fue determinado en un espectrofotémetro, Multiscan GO (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EE. UU) manipulando el programa Skanlt, y polarograficamente en un oxigrafo

de alta resolucion (Oxygraph-2k OROBOROS INSTRUMENTS, Innsbruck, Austria).

3.4.1 NADH oxidasa

La actividad de la enzima se determind polarograficamente por el método de Singer
(Singer 1974). Utilizando un oximetro O2K con instrumento de respirometria Oroboros de alta
resolucion a una temperatura de 28 °C se analiz6 el medio de reaccion compuesto por un buffer
fosfato 80 mM (pH 7.4), EDTA 50 uM y 0.1 mg/mL de proteina mitocondrial. La adicion del
NADH 0,2 mM dio inicio a la reaccion. Teniendo que la tasa de oxidacion se expres6 mediante

la relacion de consumo de oxigeno.
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Ecuacion 1
Esquema de la oxidacion de NADH.

NADH — NAD* +2e~ + H*

3.4.2 Succinato oxidasa

La actividad de la enzima se determino polarograficamente por el método de Singer
(Singer 1974). El seguimiento de la velocidad de consumo de oxigeno dada por la oxidacion del
succinato al fumarato se realizé con un oximetro O2K con instrumento de respirometria
Oroboros de alta resolucion a una temperatura de 28 °C. El medio de reaccion estd compuesto
por un buffer fosfato 80 mM (pH 7.4), EDTA 50 uM y 0.1 mg/mL de proteina mitocondrial. La
adicion del succinato de sodio 10 mM dio inicio a la reaccion. Teniendo que la velocidad de

oxidacion se cuantificd con base en la velocidad de consumo de oxigeno.

Ecuacion 2

Esquema de la oxidacion del succinato.

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

3.4.3 NADH deshidrogenasa.

La actividad de la enzima se evalu6 espectrofotométricamente por una adaptacion del
método de Singer (Singer 1974). En un medio de incubacion se adiciond una solucion de buffer
fosfato 50 mM (pH 7,4), KCN 1 mM, rotenona 1 mM, NADH 0.2 mM, EDTA2 mM y 0,1

mg/mL de proteina homogeneizada, el cual fue incubado durante 10 minutos a una temperatura
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de 28°C para lograr una activacion completa. Terminado el tiempo, la reaccion da inicio con la
adicion de ferrocianuro de potasio 0,6 mM un receptor artificial de electrones. La oxidacion de
NADH por la enzima NADH deshidrogenasa fue monitoreada a 420 nm y la concentracion del

ferrocianuro de potasio reducido fue determinada mediante su coeficiente de extincion molar.

Ecuacion 3
Esquema de reaccion de NADH deshidrogenasa.
NADH + ferrocianuro de potasio (oxidado)

— NAD™* + ferrocianuro de potasio (reducido)

3.4.4 Succinato deshidrogenasa.

La actividad de la enzima se evalu6 espectrofotométricamente por una adaptacion del
método Singer (Singer 1974). En un medio de incubacion se adiciond una solucion de buffer
fosfato 50 mM (pH 7,4), KCN 1 mM, rotenona 1 mM, succinato de sodio 20 mM, EDTA 2 mM
y 0,1 mg/mL de proteina homogeneizada, el cual fue incubado durante 10 minutos a una
temperatura de 38°C para lograr una activacion completa. Pasado el tiempo, rapidamente se
agregaron los receptores artificiales de electrones, fenazina metosulfato (PMS) 1 mM y 2,6-
diclorofenilindofenol (DCPIP) 60 uM, para dar inicio a la reaccion. El seguimiento de la

velocidad de reduccion del DCPIP se supervis6 a 600 nm.

Ecuacion 4
Esquema de reaccion de succinato deshidrogenasa.

Succinato + DCPIP (oxidado) —» Fumarato + H* + DCPIP (reducido)
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3.4.5 Succinato Citocromo C reductasa

La actividad de la enzima se estim6 mediante el protocolo descrito por Somlo (Somlo
1965). Se registro la velocidad de reduccion del citocromo ¢ a 550 nm tras bloquear la cadena
respiratoria con KCN y rotenona. Se us6 un medio de reaccion compuesto por solucion tampon
fosfato 50 mM (pH 7.4), EDTA 2 mM, 0.1 mg/mL de proteina mitocondrial, rotenona 1 uM,
KCN 1 mM y succinato de sodio 5 mM incubado a 28 °C durante diez minutos. La reaccion dio
inicio con la adicién de citocromo ¢ oxidado 40 uM. La concentracion del citocromo ¢ reducido
se estimoé mediante su coeficiente de extincion molar (e redox) 19.8 mM'em™ a 550 nm

aplicando la Ley de Beer.

Ecuacion 5
Esquema de reaccion de Citocromo C reductasa.

2 citocromo c (oxidado) + 2H + QH, — 2 citocromo c (reducido) + 4H + Q

3.4.6 Citocromo C oxidasa

La actividad de la enzima fue determinada espectrofotométricamente por el método de
Mason (Mason 1973). En un medio de incubacién compuesto por una solucion tampdn fosfato
50 mM (pH 7.4) y EDTA 2 mM, 0.1 mg/mL de proteina mitocondrial. La adicion de citocromo ¢
reducido 30 uM dio inicio a la reaccion. La concentracion del citocromo ¢ oxidado se determin6
mediante su coeficiente de extincion molar redox (e redox) 19.8 mM 'ecm™ a 550 nm aplicando la

Ley de Beer.
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Ecuacion 6
Esquema de reaccion de Citocromo C oxidasa.

4 citocromo c (reducido) + 8H + 0, — 4 citocromo c (oxidado) + 4H + 2H,0

3.5 Determinacion de la actividad de la acetilcolinesterasa

El efecto del AE sobre la actividad de la AChE se evalué mediante el método
colorimétrico descrito por Ellman (Ellman 1961). El ensayo mide la tasa de formacion de la
tiocolina generada por la hidrélisis de acetilcolina, la cual reacciona con el reactivo de Ellman,
DTNB (5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico), teniendo que el cromoéforo formado presenta un
maximo de absorbancia a 410 nm. La CL50 de cada AE se evaluo6 en 0,1 mg/mL de proteina
mitocondrial en los estados larvarios L3/L4.

Se realizaron tres pruebas independientes por triplicado sobre las larvas homogeneizadas.
Para el experimento se utilizaron tampones PBS y la larva homogeneizada se afiadié a una placa
de 96 pocillos con un volumen final de 200 pL. Se incubd con agitacion suave durante 10 min 'y
se anadio el reactivo de Ellman para iniciar la reaccion mientras se monitoreaba con un Termo
Scientifc™ Fotometro de microplacas Multiskan™ FC. Los resultados se registraron como la

velocidad de reaccidn maxima.
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Figura 14

Reaccion de Ellman
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Tomado de (Ellman et al., 1961).

3.6 Analisis estadistico

Todas las pruebas fueron realizadas por triplicado en tres ensayos independientes. Los
datos obtenidos fueron registrados en una hoja de datos de Excel discriminada para cada prueba.
Los resultados fueron analizados usando GraphPad Prism. Todos los datos tabulados se les
aplico estadistica descriptiva (promedio, desviacion estandar, error) y fueron sujetos a test de
normalidad. Todos los datos presentaron distribucidon normal, se les aplico un ANOVA 'y

posteriormente un test Tukey. Se establecio la significancia estadistica con valores de p < 0.05
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4. Resultados

Para describir un posible mecanismo de accion de los siete aceites esenciales que
presentaron actividad larvicida, se evaluo el efecto, sobre dos dianas importantes como; la
cadena transportadora de electrones (CTE) mitocondrial y la acetilcolinesterasa.

Todos los ensayos se realizaron a partir de larvas de Aedes aegypti homogenizadas y se
realizaron tres ensayos independientes por triplicado en cada caso.

Inicialmente, se cuantifico el consumo de oxigeno en presencia de cada uno de los aceites
en su concentracion letal 50 que se determind en el laboratorio anteriormente (Duque, 2023) con
la adicion de sustratos oxidables, como lo son el NADH vy el succinato, con el fin de evidenciar si
presentaban una disminucion significativa en la actividad de toda la CTE.

En la Figura 15, se muestra el porcentaje de actividad de la NADH oxidasa para cada uno
de los aceites evaluados. Este valor se calcul6 a partir de la medicion del consumo de oxigeno y
se expreso sobre la cantidad de proteina (0,1 mg de proteina). Los resultados fueron
normalizados con respecto al control que corresponde al 100% de la actividad, el cual tuvo un
valor promedio de actividad de 509,62+91,96 (pmol O2/s*mL) /0,1 mg de proteina, que
corresponde a la respiracion en presencia del sustrato NADH, sin agregar algiin aceite esencial.
Todos los aceites presentaron valores inferiores de actividad con respecto al control y al realizar
el analisis estadistico, todos los aceites presentaron diferencias significativas. Esto quiere decir,
que todos los aceites alteraron la transferencia de electrones a lo largo de la CTE, en presencia de
NADH. Como este sustrato se oxida en el complejo I de la CTE, la alteracion pudo ocurrir tanto

en el complejo I, como el Il o el IV.
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Figura 15

% de actividad promedio de la NADH oxidasa en presencia de aceites esenciales
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Nota. El control (100%) corresponde a 509,62+91,96 (pmol O2/s*mL) /0,1 mg de proteina.
*Diferencias estadisticas significativas con respecto al control p<0,05.

En la Figura 16, se presentan los resultados del porcentaje de actividad de la succinato
oxidasa en presencia de cada uno de los aceites esenciales evaluados. Los resultados fueron
normalizados con respecto al control que corresponde al 100% de la actividad, el cual tuvo un
valor promedio de 620,55+£57,61 (pmol O2/s*mL)/0,1 mg de proteina. Se evidencia que todos los
aceites presentaron una disminucion estadisticamente significativa sobre la actividad de la CTE
en presencia del sustrato succinato. Lo cual indica que estos aceites pueden alterar la CTE en los
complejos mitocondriales II, III o IV. En la figura también es evidente que el aceite de L.
origanoides present6 la disminucion mas importante con respecto a los demas aceites, con una

disminucion de mas del 50% de la actividad.
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Figura 16.

% de actividad promedio de la succinato oxidasa en presencia de aceites esenciales
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Nota. El control (100%) corresponde a 620,55+57,61(pmol O2/s*mL)/0,1 mg de proteina.

Con base en los resultados de la Figura 15 y la Figura 16, donde todos los aceites
presentaron disminucion de la actividad sobre algiin complejo de la CTE mitocondrial, se
realizaron los ensayos sobre los complejos proteicos mitocondriales [y II, que tienen la funcion
de iniciar la transferencia de electrones mediante la oxidacion de los sustratos NADH y
succinato, de esta manera se puede identificar sobre cual enzima ocurre la alteracion
especificamente y explicar los resultados anteriores.

La Figura 17 muestra los resultados de la actividad de la NADH deshidrogenasa, en el cual
se midio la actividad del complejo I, donde el NADH se oxid6 por la accion de este complejo, y
los electrones fueron transferidos al ferrocianuro de potasio. El valor promedio para el control fue
de 2,52 + 0,57 mmol del ferrocianuro reducido/min*0,1 mg de proteina. Los valores del % de

actividad en presencia de los aceites fueron normalizados con respecto al control. La actividad de
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esta enzima solo se vio alterada por la adicion del aceite H. dilatata, donde la actividad fue superior
a la del control, lo cual indica una tasa mas alta de cantidad de ferrocianuro reducido por minuto.
Para los demas aceites, la oxidacion del NADH presenté un comportamiento similar a la del
control, es decir, aunque todos presentaron inhibicion al evaluar la NADH oxidasa, no es debido

a una alteracion sobre el complejo I donde se oxida el NADH.

Figura 17

% de actividad promedio de la NADH deshidrogenasa en presencia de aceites esenciales
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Nota. El control (100%) corresponde a 2,52 + 0,57 mmol del ferrocianuro reducido/min*mg de
proteina. *Diferencias estadisticas significativas con respecto al control p<0,05.

En la Figura 18, se muestran los valores del porcentaje de actividad calculado de la
succinato deshidrogenasa, que corresponde a la medicion de la velocidad de reduccion del
DCPIP. En este caso, los aceites S. aspera y T. difussa, presentaron diferencias estadisticas
significativas en la actividad de la enzima, reduciendo la actividad con respecto al control, lo

cual indica que la presencia de estos aceites altera la oxidacion del succinato via complejo 11,
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disminuyendo la velocidad de oxidacion de dicho sustrato. Los demas aceites no presentaron una
alteracion de la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa, con respecto al control, a pesar

de haber mostrado una disminucion de la actividad.

Figura 18

% de actividad promedio de la succinato deshidrogenasa en presencia de aceites esenciales
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Nota. El control (100%) corresponde a 118,46+£21,05 pmol de DCPIP reducido/min*mg de
proteina. *Diferencias estadisticas significativas con respecto al control p<0,05.

Debido a que todos los aceites alteraron la actividad de la CTE, como se evidencio en la
Figura 15 y la Figura 16, algunos de ellos no alteran los complejos donde se oxidan los sustratos
NADH vy succinato, como es el caso de C. moritzianus, P. aduncum y E.quinquenervis. Por esta
razon, se decidid evaluar la actividad del complejo III para estos aceites.

La Figura 19, presenta los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad de la
enzima succinato citocromo c reductasa o complejo III mediante la adicion del sustrato

succinato. La actividad se midio6 reportando la cantidad de citocromo reducido dependiente del
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tiempo. El control que corresponde al 100% de actividad tuvo un valor promedio de
292,81+53,13 umol de cyt ¢ reducido/min*0,1 mg de proteina. Para los tres aceites se presentod
una diferencia estadistica significativa con respecto al control, el aceite C. moritzianus presentod
un aumento de la actividad de la enzima, mientras que los aceites de P. aduncum 'y E.

quinquenervis presentaron una disminucion de la actividad.

Figura 19
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Nota. El control (100%) corresponde a 292,81+£53,13 pumol de cyt ¢ reducido/min*0,1 mg de
proteina. *Diferencias estadisticas significativas con respecto al control.

En la Figura 20 se presentan los resultados del porcentaje de actividad de la citocromo c
oxidasa, que corresponde a la evaluacion sobre el complejo IV, donde se mide la cantidad de
citocromo ¢ oxidado en la transferencia electrénica a lo largo de la CTE. Los valores de la

actividad fueron normalizados con respecto al control, el cual tuvo un valor promedio de
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102,60437,08 umol cyt ¢ reducido/min*0,1 mg de proteina. Los aceites H. dilatata 'y L.
origanoides presentaron diferencias estadisticas significativas con respecto al control. Sin
embargo, tuvieron comportamientos diferentes, mientras que el aceite de H. dilatata aument¢ la
actividad de esta enzima, el aceite de L. origanoides lo disminuyd casi al 50% de su actividad.
También es de resaltar el efecto de E. quinquenervis sobre esta enzima, que, aunque
estadisticamente no fue diferente, si es visible una ligera disminucion de la actividad que puede

ser considerada para explicar su efecto sobre la CTE.

Figura 20

% de actividad promedio de la citocromo c oxidasa en presencia de aceites esenciales
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Nota. El control (100%) corresponde a 102,60+37,08 pmol cyt ¢ oxidado/min*0,1 mg de
proteina. *Diferencias estadisticas significativas con respecto al control p<0,05.

Adicional a la evaluacion del efecto sobre la CTE mitocondrial, también se evaluo el
efecto sobre otra diana importante para las sustancias insecticidas y es la acetilcolinesterasa, una

enzima implicada en la transmision de sefiales nerviosas. En la Figura 21 se presentan los
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resultados del porcentaje de actividad de la acetilcolinesterasa de larvas de Aedes aegypti, donde
el valor del control que corresponde al 100% de la actividad, tuvo un valor promedio de 3,37
nmol de DTNB reducido/min*0,1 mg de proteina. Todos los aceites presentaron una disminucion

del 50% de la actividad de esta enzima, menos el aceite L. origanoides.

Figura 21

Efecto de los aceites esenciales sobre la actividad de la acetilcolinesterasa sobre larvas de
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Nota. *Diferencias estadisticas significativas con respecto al control p<0,05.
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5. Discusion

Los resultados del presente trabajo permiten describir el posible mecanismo de accion de
siete aceites esenciales evaluados. Estos aceites fueron seleccionados como compuestos
larvicidas promisorios debido a que cumplen con el criterio de presentar una mortalidad superior
al 75% con una concentracion exploratoria de 100 pg/mL. Ademas, su enfoque se dirige a dianas
farmacologicas, como la CTE mitocondrial y la acetilcolinesterasa. E1 Anexo 1 muestra la
composicion de los aceites esenciales evaluados en este trabajo (Duque, 2023). A continuacion,
se analizara cada aceite por individual y se propone un mecanismo de accidn para su actividad
insecticida sobre Aedes aegypti.

Steiractinia aspera.

En trabajos previos en el laboratorio se reportd que el aceite esencial extraido de S.
aspera presenta actividad larvicida sobre Aedes aegypti con CL50 = 42.4 ng/mL a 24 horas de
exposicion (Duque, J, E,.2023). Con el fin de revisar los resultados que corresponden solo a este
aceite, se agruparon los datos previamente presentados. En este caso, la Figura 22 muestra el
porcentaje de actividad de las enzimas mitocondriales para el aceite de S. aspera. Todos los
resultados fueron normalizados con respecto a cada control que se presenta en la grafica como
una linea horizontal punteada en 100%. Al revisar el efecto de este aceite sobre las enzimas de la
CTE mitocondrial, se evidencié que existe una alteracion sobre la actividad, al igual que para los
demas aceites evaluados, sin embargo, para el aceite de S. aspera se observo especificamente
una disminucién de la actividad de la succinato deshidrogenasa o complejo II, donde ocurre la

oxidacion del succinato a fumarato.
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Figura 22

Efecto de Steiractinia aspera sobre la CTE mitocondrial de larvas de Aedes aegypti.

120
100
80—

60—

% Actividad

Nota. *Diferencias estadisticas significativas con respecto al control p<0,05 de cada enzima.

Para fundamentar este resultado fue necesario revisar la composicion del aceite
Steiractinia aspera reportada por Duque y colaboradores, la cual se compone de: a-pineno
(24.9%), B-pineno (14.8%), Germacreno-D (13.1%), B-felandreno (10.1%), a-felandreno (6.3%),
Sabineno (4.6%), p-cimeno (4.5%), trans-p-cariofileno (3.1%), a-copaeno (2.6%) y Limoneno
(2.4%) (ver Anexo 1). Sarma y colaboradores en el 2022 mostraron la actividad insecticida del a-
pineno y B-pineno contra Aedes aegypti en diferentes estadios del insecto (Sarma, 2022). Kiran y
Devi (2007) reportaron la actividad insecticida del sesquiterpeno Germacreno D contra Aedes
aegypti.

Aunque no se ha informado sobre la actividad insecticida del compuesto aislado 3-

felandreno, en la literatura se encuentran una gran cantidad de aceites esenciales ricos en este
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compuesto que han presentado actividad insecticida contra Aedes aegypti (Ibin,.2005). Ali et al.,
(2015), publicaron la actividad del a-felandreno como insecticida contra larvas de Aedes aegypti
a 24 horas de exposicion con un valor de CL90 = 19.3 ppm. Cheng et al., (2013), reportaron la
actividad insecticida de los hidrocarburos terpénicos Sabineno y p-cimeno con valores de CL50
de 74.1 y 69.4 ng/mL respectivamente, contra larvas de Aedes aegypti. Costa et al., (2011)
reportaron la actividad biologica de a-copaeno contra Aedes aegypti

Vanegas et al., evaluaron el efecto insecticida de los enantiomeros del Limoneno, S-
limoneno con una CL50 = 6.4 ppm, y el R-limoneno con una CL50 = 9.86 ppm (Vanegas, T.,
2024). La literatura anteriormente presentada, demuestra la actividad insecticida que estos
metabolitos secundarios de manera individual aportan al aceite S. aspera. La evaluacion de este
aceite en la CTE mitocondrial Figura 22 produce una disminucion en la actividad del complejo
II. Por lo que el consumo de oxigeno final que se genera en la mitocondria se vera afectado por
la disminucién de la oxidacion del succinato.

Esto puede sustentarse gracias al estudio desarrollado por Duque et al., (2023), en donde
su objetivo fue explorar el posible modo de unidon de metabolitos secundarios de planta a las
dianas farmacologicas acetilcolinesterasa y la cadena transportadora de electrones mitocondrial.
Para ello, evaluaron las propiedades ADME de los metabolitos presentes en los aceites
esenciales, en donde se explor6 el modo de unién y el posible efecto inhibidor en el complejo
mitocondrial II.

Reportando que el limoneno present6 un puntaje de acoplamiento igual a —5,4 kcal/mol,
el cual se propuso en el bolsillo de union con interacciones hidrofobicas con los residuos Leu
452-Arg 446 y Ala 96-Ile 101. Asi mismos los metabolitos p-cimeno (-5.3 kcal/mol), sabineno (-

5.0kcal/mol), B-pineno (-4.9 kcal/mol), trans-B-cariofileno (-4.6 kcal/mol) y el a-pineno (-4.5



EFECTO DE ACEITES ESENCIALES EN AEDES AEGYPI 54

kcal/mol) fueron propuestos como posibles inhibidores del complejo II. Ademas, realizaron una
prueba virtual para explorar la posible actividad inhibidora de la acetilcolinesterasa presente en
los metabolitos secundarios de la planta. Teniendo al p-cimeno (-6.9 kcal/mol), Limoneno (-6.6
kcal/mol), trans-p-cariofileno (-6.5 kcal/mol), Germacreno-D (-6.4 kcal/mol), -pineno (-6.4
kcal/mol) y el sabineno (-6.3 kcal/mol). Todos los metabolitos secundarios seleccionados se
ubicaron en un bolsillo de uniéon formado por los residuos de aminoacidos Glu 80-Asn 84, Leu

328-Phe 330, Tyr 370-Asp 375 (Duque, 2023).

Turnera difussa.

El aceite de 7. difussa, tiene una CL a 24 horas previamente reportada en literatura, de
CL50=70.9 pg/mL (Duque, J, E,.2023). Este aceite exhibid un comportamiento similar que el
aceite de S. aspera, es decir, disminuy¢ la actividad de la cadena transportadora de electrones
mediada por la oxidacion del NADH y succinato, con respecto al control. Asi que al evaluar las
enzimas deshidrogenasas para identificar especificamente donde ocurria una alteracion, se
encontro una disminucion de la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa. El resultado en
este trabajo, muestra que los compuestos del aceite de 7. difussa, alteran la entrada de electrones

via complejo II de la CTE mitocondrial, como se muestra en la Figura 23.
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Figura 23

Efecto de Turnera difussa sobre la actividad de las enzimas de la CTE mitocondrial de larvas de

Aedes aegypti.
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Nota. *Diferencias estadisticas significativas con respecto al control p<0,05 de cada enzima.

Al revisar la caracterizacion de este aceite reportada por Duque y colaboradores, se
observa la siguiente composicion: Dehidrofuquinona (25%), Aristoloqueno (17.9%), Valenceno
(7.4%), B-selineno (5.2%), trans-B-cariofileno (4%), B-elemeno (4%), premnaspirodieno (3.7%),
guaiol (3.5%), germacra-4,5,10-trien-1-a-ol (3.3%), oxido de cariofileno (3.3%). En la literatura
se encuentra muy poca informacion sobre la actividad insecticida del metabolito
Dehidrofuquinona; existe una solicitud de patente del 2013 como compuesto garrapaticida, sin
embargo, no existe informacion que soporte algiin mecanismo de accién asociado a su actividad
(Gonzales, 2013).

Soares y colaboradores reportaron el efecto insecticida del Aristoloqueno con una

actividad larvicida de 57,82 pg/mL (Maia, 2020). Jirod y colaboradores reportaron que el
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Valenceno presenta actividad insecticida contra el vector Aedes aegypti. (Nararak, Jirod,.2022).
Silva y colaboradores reportaron que los metabolitos B-selineno (CL50 de 136,0 ug/mL) y -
elemeno exhibieron actividad de interaccion 6ptima con las proteinas del mosquito Aedes aegypti
(J.R., Silva,.2024). Balasubramani y colaboradores, reportaron la actividad insecticida del 6xido
de B-cariofileno, ademads, reportaron el acoplamiento de este metabolito con la proteasa NS3.
(Blasubramani, 2018).

La literatura anteriormente presentada, demuestra la actividad insecticida que estos
metabolitos secundarios de manera individual aportan al aceite 7. diffusa. Para sustentar la
disminucion en la actividad del complejo 11 y la acetilcolinesterasa, se toma en cuenta el
metabolito trans-B-cariofileno, el cual Duque y colaboradores reportaron el posible modo de
union con el acoplamiento molecular a ambas dianas farmacologicas CTE mitocondrial y
acetilcolinesterasa, mostrando una posible inhibicion por parte del metabolito con valores de

Docking score de -4.6 y -6.5 kcal/mol respectivamente (Duque, 2023).

Calycolpus moritzianus.
El aceite esencial de C. moritzianus, se reporté con una CL50 = 55,8 pg/mL a 24 h de

exposicion contra larvas de Aedes aegypti (Duque, 2023).
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Figura 24

Efecto de Calycolpus moritzianus sobre la actividad de las enzimas de la CTE mitocondrial de
larvas de Aedes aegypti.

180 - *
160
140
120
100 ---- ----‘_:l:L-'-"
80
60—

%o Actividad

Nota. *Diferencias estadisticas significativas con respecto al control p<0,05 de cada enzima.

Para hacer una revision mas detallada de la actividad de este aceite, se reviso su
caracterizacion donde se indico que sus componentes fueron: 1,8-cineol (19.1%), limoneno
(17.6%), trans-B-cariofileno (6.3%), viridiflorol (5.7%), a-pineno (5.1%), trans, trans-genaril
linalol (4%), trans-nerolidol (3.5%), a-copaeno (3.2%), Selina-3,7(11)-diene (2.8%). Oliveira y
colaboradores presentaron en su estudio la actividad larvicida del metabolito 1,8-cineol
(Oliveria, 2013).

Este aceite logro disminuir la actividad de la NADH oxidasa en mas de un 50%. Esto
podria sugerir una alteracion sobre alguna enzima de la cadena transportadora de electrones. Sin
embargo, al evaluar las enzimas deshidrogenasas que se encargan de la oxidacion de sustratos

para iniciar la transferencia electronica, no se encontrd alguna alteracion de su actividad frente a
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la exposicion de este aceite (ver Figura 24). Por lo que fue necesario evaluar una enzima
adicional, la citocromo c reductasa mediada por la adicion de succinato, también conocido como
complejo III. En este caso se presentd una alteracion al aumentar su actividad con respecto al
control. Segtn la metodologia empleada, este ensayo mide la velocidad de reduccion del
citocromo c, es decir, el aceite altero la velocidad de transferencia electronica en el complejo III
aumentando la velocidad de reduccion del citocromo c.

Frente a este resultado se puede plantear una hipotesis, puesto que el citocromo puede
reducirse cuando estan presentes radicales libres, como el radical anionico superdxido, que se ha
reportado anteriormente en literatura, donde se generan estas especies cuando un xenobiotico
ingresa en un insecto, la sobreproduccion de estas moléculas actia como un agente reductor de
complejos de hierro, justo como el que se encuentra en el citocromo c. Con base en lo anterior,
se puede justificar el resultado obtenido de la actividad de esta enzima. También es posible que
se hayan efectuado otras alteraciones no evaluadas en este trabajo que pudieran justificar con
mas claridad una disminucion significativa de la actividad de la NADH y succinato oxidasa
(Phaniendra, 2015; Poiani, 2023).

Ademas, Duque y colaboradores realizaron una prueba virtual para explorar la posible
actividad inhibidora de la acetilcolinesterasa de los metabolitos secundarios de la planta.
Teniendo al Limoneno (-6.6 kcal/mol), trans-B-cariofileno (-6.5 kcal/mol), y el viridiflorol (-6.5
kcal/mol). Todos los metabolitos secundarios seleccionados se ubicaron en un bolsillo de union
formado por los residuos de aminoéacidos Glu 80-Asn 84, Leu 328-Phe 330, Tyr 370-Asp 375

(Duque, J, E,.2023).

Piper aduncum
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La CL50 de este aceite fue reportada con un valor de 61,9 pg/mL a 24 horas de
exposicion. (Duque, 2023). El efecto sobre las enzimas de la CTE mitocondrial se compara en la
Figura 25. Se evidenci6 una disminucion de la actividad estadisticamente significativa de la
NADH y succinato oxidasa, y a partir de este resultado se siguid el analisis con las enzimas
deshidrogenasas con el fin de evidenciar si esta alteracion se debia a una intervencion sobre la
primera etapa de oxidacion del NADH y succinato, pero los resultados de estas dos enzimas no
se vieron alterados.

Finalmente, al evaluar la actividad de la succinato citocromo c reductasa o complejo I1I,
se evidencid una disminucion mayor al 50% de la actividad, este resultado explica la alteracion
de la actividad de toda la CTE mitocondrial, ya que altera el paso de electrones a través del
complejo III, una etapa donde se captan electrones provenientes de la oxidacion de sustratos en
el complejo I y 11, para llevarlos al citocromo c.

Para hacer una revision mas detallada de la actividad de este aceite, se reviso su
caracterizacion donde se indicé que sus componentes fueron: Piperitona (14.8%), trans-f-
cariofileno (7.4%), viridiflorol (6.5%), limoneno (6%), 6-cadineno (5.5%), a-pineno (4.6%), a-
felindreno (4.4%), oxido de cariofileno (3.8%), 1,8-cineol (3.6%), p-cimeno (3.0%). La actividad
larvicida de este aceite ya ha sido reportada previamente en literatura, en el 2013 Oliveira et al.,
(2013) reportaron una CL50 = 289.9 ppm, significativamente mayor con respecto a la reportada
para el aceite evaluado en este trabajo, sin embargo, Oliveira cita que este aceite particularmente
resultd con una composicion diferente, donde su componente mayoritario fue el 1,8-cineol en un
53,6%. Asi pues, los aceites esenciales tienen una composicion variable que depende de factores
externos y no puede ser comparada la actividad bioldgica, ya que esta dependera estrictamente

de su composicion.



EFECTO DE ACEITES ESENCIALES EN AEDES AEGYPI 60

Durofil y colaboradores ya habian afirmado la gran variabilidad de la composicion de

este aceite, la cual depende del origen de la planta y otros factores externos (Durofil, A., 2021).

Figura 25

Efecto de Piper aduncum sobre la actividad de las enzimas de la CTE mitocondrial de larvas de

Aedes aegypti.
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Nota. *Diferencias estadisticas significativas con respecto al control p<0,05 de cada enzima.

La evaluacion de este aceite en la CTE mitocondrial Figura 25 produce una disminucion
en la actividad del complejo III, teniendo que la velocidad con la que se reduce el citocromo ¢
disminuye en presencia del aceite. Esto puede sustentarse gracias al estudio desarrollado por
Dugque y colaboradores, en donde se realizé un cribado virtual de los metabolitos secundarios.
Mostrando el p-cimeno (-6.6 kcal/mol), Limoneno (-6.4 kcal/mol), a-pineno (-6.0 kcal/mol),

trans-B-cariofileno (-4.7 kcal/mol) como inhibidores del complejo mitocondrial III.
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Los resultados de acoplamiento en este trabajo sugieren que los metabolitos
seleccionados se localizaron y estabilizaron mediante interacciones hidrofobicas en un bolsillo
formado por los residuos Phe 129-Met 125, Phe 275 Leu 282 y Val 146-Leu 150. Ademas,
Duque y colaboradores realizaron una prueba virtual para explorar la posible actividad inhibidora
de la acetilcolinesterasa de los metabolitos secundarios de la planta. Teniendo como inhibidores
los metabolitos: p-cimeno (-6.9 kcal/mol), Limoneno (-6.6 kcal/mol), viridiflorol (-6.5%), trans-
B-cariofileno (-6.5 kcal/mol), Todos los metabolitos secundarios seleccionados se ubicaron en un
bolsillo de unién formado por los residuos de aminoacidos Glu 80-Asn 84, Leu 328-Phe 330, Tyr

370-Asp 375 (Duque, 2023).

Elaphandra quinquenervis.

La actividad insecticida del aceite esencial de E. quinquenervis fue reportada a las 24 h
con una CL50 = 59,8 ng/mL (Duque, J, E,.2023). Este aceite tuvo una disminucion significativa
sobre la actividad de la NADH oxidasa, la cual present6 una disminucion de mas del 50%,
también disminuyd la actividad de la succinato oxidasa, como se muestra en la Figura 26. Las
enzimas citocromo c oxidasa, NADH deshidrogenasa y succinato deshidrogenasa no presentaron
alteracion a esta concentracion del aceite con respecto al control, sin embargo, al evaluar la
actividad de la succinato citocromo c reductasa o complejo III, se encontr6 una disminucion de la
velocidad de reduccion del citocromo c.

Basados en estos resultados es posible justificar la alteracion de la actividad de toda la
CTE, por una disminucion en la transferencia electronica en el complejo III, donde los electrones
provenientes del complejo Iy II, ya sea oxidando NADH o succinato, respectivamente, alli son

transferidos hacia el citocromo c. La caracterizacion del aceite evaluado en este trabajo se
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describi6 en el articulo publicado por Duque y colaboradores, la tabla de la composicion se
encuentra en el Anexo 1. Los metabolitos de este aceite fueron: Germacreno-D (20.7%), a-
felandreno (9.1%), a-pineno (6.8%), trans-B-cariofileno (5.1%), A3-careno (4.9%), limoneno
(4.5%), B-cubeno (3.5%), a-humuleno (2.6%), premnaspirodieno (2.6%), d-cadieno (2.6%). Lee
y colaboradores, determinaron que el A3-careno presenta actividad insecticida contra el vector
Aedes aegypti, con una CL50= 12.10 mg/L. Ademas, reportaron que este metabolito, inhibia la

ACHhE (IC50 < 2 mM). (D., Lee,.2013.).

Figura 26

Efecto de Elaphandra quinquenervis sobre la actividad de las enzimas de la CTE mitocondrial

de larvas de Aedes aegypti.
120
100 --
T 80-
=
>
g 60
s
X 40
20
0 —
Ay
o‘:r)p. qV
SO
< o
v
<~

Nota. *Diferencias estadisticas significativas con respecto al control p<0,05 de cada enzima.
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La evaluacion de este aceite en la CTE mitocondrial Figura 26 produce una disminucion
en la actividad del complejo III. Teniendo que la velocidad con la que se reduce el citocromo ¢
disminuye en presencia del aceite. Duque y colaboradores, realizaron un cribado virtual de los
metabolitos secundarios. Mostrando el Limoneno (-6.4 kcal/mol), a-pineno (-6.0 kcal/mol), A3-
careno (-6.0%), trans-p-cariofileno (-4.7 kcal/mol) como inhibidores del complejo mitocondrial
II1. Los resultados de acoplamiento en este trabajo sugieren que los metabolitos seleccionados se
localizaron y estabilizaron mediante interacciones hidrofébicas en un bolsillo formado por los
residuos Phe 129-Met 125, Phe 275 Leu 282 y Val 146-Leu 150.

Ademads, Duque y colaboradores exploraron la posible actividad inhibidora de la
acetilcolinesterasa de los metabolitos secundarios de la planta. Teniendo al Limoneno (-6.6
kcal/mol), trans-B-cariofileno (-6.5 kcal/mol), el Germacreno-D (-6.4 kcal/mol) y el A3-careno (-
6.6 kcal/mol). Todos los metabolitos secundarios seleccionados se ubicaron en un bolsillo de
union formado por los residuos de aminoacidos Glu 80-Asn 84, Leu 328-Phe 330, Tyr 370-Asp

375 (Duque, 2023).

Hyptis dilatata.

La actividad larvicida contra Aedes aegypti del aceite esencial extraido de H. dilatata, se
reportd con un valor de CL50 = 61.1 ug/mL (Duque, 2023). Este aceite, present6 una
disminucioén de la actividad de la CTE mitocondrial. Para proponer un posible mecanismo de
accion se evaluo la actividad de estas enzimas y los resultados se agruparon en la Figura 27. El
resultado que mas resalta de la grafica fue el obtenido para la citocromo ¢ oxidasa o complejo
IV, su actividad se incrementd con respecto al control que se presenta como una linea horizontal

punteada. El complejo IV, el ultimo complejo proteico de la CTE mitocondrial, recibe los
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electrones a través del citocromo c, en este ensayo se mide la velocidad de oxidacion del
citocromo, cuando los electrones son transferidos al complejo IV.

Para una revision detallada del posible mecanismo de accion, es necesario buscar la
composicion del aceite, en donde Duque y colaboradores reportaron los metabolitos, trans-f3-
cariofileno (20.2%), alcanfor (16.1%), 3-Acareno (15.5%), a-pineno (10.5%), palustrol (8.7%),
a-gurjuneno (4.7%), ledol (3.4%), limoneno (2.4%), canfeno (1.7%), viridiflorol (1.5%) y

aromadendreno (1.5%) (ver Anexo 1).

Figura 27

Efecto de Hyptis dilatata sobre la actividad de las enzimas de la CTE mitocondrial de larvas de

Aedes aegypti.
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Nota. *Diferencias estadisticas significativas con respecto al control p<0,05 de cada enzima.
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Duque y colaboradores analizaron las interacciones del trans-f-Cariofileno con las
enzimas de la CTE mitocondrial y encontraron que este metabolito tiene una alta energia de
afinidad con el complejo I, en la subunidad NDS5, como se describié anteriormente en este
trabajo, pero adicionalmente también se reportd una interaccion con el complejo IV, que podria
explicar esta alteracion de la actividad en la citocromo ¢ oxidasa. En literatura atin no se reportan
estudios sobre posibles mecanismos de accion para los metabolitos mayoritarios de este aceite
esencial. Lo cual significa que en este trabajo se explica por primera vez la forma de interaccion
de este aceite que tiene actividad insecticida (Duque, 2023).

Ademads, Duque y colaboradores exploraron la posible actividad inhibidora de la
acetilcolinesterasa de los metabolitos secundarios de la planta. Teniendo al Limoneno (-6.6
kcal/mol), trans-B-cariofileno (-6.5 kcal/mol), A3-careno (-6.6 kcal/mol) y viridiflorol (-6.5
kcal/mol). Todos los metabolitos secundarios seleccionados se ubicaron en un bolsillo de union
formado por los residuos de aminoacidos Glu 80-Asn 84, Leu 328-Phe 330, Tyr 370-Asp 375

(Duque, 2023).

Lippia origanoides (Quimiotipo carvacrol + p-cimeno).

La actividad insecticida del aceite esencial de L. origanoides (Quimiotipo carvacrol + p-
cimeno) se reportd a 24 h de exposicion CL50 = 73,29 pg/mL. (Duque, J, E,.2023). En el estudio
del efecto sobre la CTE mitocondrial de este trabajo, se evidenci6 una disminucion significativa
de la actividad de las enzimas oxidasas con respecto al control, como se muestra en la Figura 28.

Estos resultados indican alteraciones sobre la CTE mitocondrial y se especifica el lugar
de una posible inhibicién del complejo IV con el resultado de disminucién de la actividad del

citocromo ¢ oxidasa. Sus metabolitos segun Duque y colaboradores fueron el Carvacrol (35%),
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p-cimeno (14.4%), Timol (8.0%), y-terpineno (5.3%), trans-p-cariofileno (4.4%), B-mirceno
(carvacrol +p-cimeno) (2.4%), calvacrol acetato (2.0%), timol metil eter (1.9%) a-terpineno
(1.7%). La caracterizacion de este aceite se adjunta en el Anexo 1. El carvacrol ha sido
reportado en literatura como un excelente insecticida de origen natural (Natal, CM,. 2021; Park,
JH,. 2017; Silva, VB,. 2017). Lee y colaboradores, determinaron que el Timol y el y-terpineno
presenta actividad insecticida contra el vector Aedes aegypti, con una CL50 de 11.72 y 20.47

mg/L respectivamente.

Figura 28
Efecto de Lippia origanoides sobre la actividad de las enzimas de la CTE mitocondrial de larvas

de Aedes aegypti.
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Nota. *Diferencias estadisticas significativas con respecto al control p<0,05 de cada enzima.
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La disminucidén de la actividad se puede sustentar gracias a la inhibicion que presentan
los metabolitos de este aceite sobre el complejo IV. Duque y colaboradores reportaron que el
carvacrol (-3.9 kcal/mol), el trans-B-cariofileno (-3.9 kcal/mol), p-cimeno (-3.6 kcal/mol) y el
timol (-3.6 kcal/mol) pueden estar involucrados en la inhibicion del transporte de electrones
desde el citocromo ¢ al oxigeno a través del complejo IV. Todos los compuestos encontrados con
posible actividad inhibidora en el complejo IV se ubicaron en un bolsillo de union estabilizado
por interacciones hidrofobicas con los residuos de aminoacidos Ala 70-Lys 81; Ademas, el
carvacrol estaba realizando una interaccion de enlace de hidrogeno entre su grupo hidroxilo y el
residuo de aminoacido Ala 70.

Ademéds, Duque et al., (2013) y colaboradores exploraron la posible actividad inhibidora
de la acetilcolinesterasa de los metabolitos secundarios de la planta. Teniendo al el Carvacrol (-
6.8 kcal/mol), p-cimeno (-6.9 kcal/mol), y-terpineno (-6.8 kcal/mol), trans-f-cariofileno (-6.5
kcal/mol). Todos los metabolitos secundarios seleccionados se ubicaron en un bolsillo de union

formado por los residuos de aminoacidos Glu 80-Asn 84, Leu 328-Phe 330, Tyr 370-Asp 375.
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6. Conclusiones

Los aceites esenciales extraidos de plantas nativas de Colombia que se reportan con
actividad insecticida contra larvas de Aedes aegypti en el presente trabajo, presentaron
alteraciones sobre la CTE mitocondrial y todos inhibieron la actividad de la acetilcolinesterasa
que da una explicacion de su mortalidad. El aceite extraido de S. aspera es un larvicida de Aedes
aegypti que altera el funcionamiento de la cadena transportadora de electrones mitocondrial, esto
debido a la inhibicion del complejo 11, la cual posiblemente se atribuye a un efecto de los
metabolitos, limoneno, p-cimeno, sabineno, B-pineno, trans-B-cariofileno y el a-pineno.

El aceite de 7. difussa también present6 una inhibicion sobre el complejo Il de la CTE
mitocondria, la cual se le podria atribuir a su metabolito trans-B-cariofileno. El aceite extraido de
C. moritzianus, altera la actividad del succinato citocromo ¢ reductasa, posiblemente por la
presencia de especies reactivas de oxigeno. El aceite P. aduncum presento inhibicion de la
actividad del succinato citocromo ¢ reductasa en mas de un 50%. Esta reduccion pudo dar por la
presencia de los metabolitos p-cimeno, Limoneno, a-pineno, trans-B-cariofileno. El aceite de E.
quinquenervis indicd que su posible mecanismo de accion es una inhibicion sobre la CTE
mitocondrial, no obstante, los ensayos realizados sobre las enzimas individualmente no fueron
concluyentes sobre la inhibicién de una enzima en particular.

El aceite esencial de H. dilatata, presentd una leve estimulacion significativa de la
actividad del citocromo ¢ oxidasa (complejo IV). Finalmente, para la mortalidad del aceite de L.
origanoides quimiotipo carvacrol, se puede describir una inhibicion de mas del 50% de la
actividad del succinato oxidasa como su mecanismo de accion, sumado a una inhibicion del 40%
de la actividad del citocromo ¢ oxidasa. Ademas, todos los aceites inhibieron la enzima

acetilcolinesterasa. Los resultados del presente trabajo demuestran un posible mecanismo de
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accion basado en la alteracion de la actividad mitocondrial y la acetilcolinesterasa, mostrando a
estos aceites como promisorios insecticidas dado que presentan un efecto ‘multi target’, no
obstante, existen otras dianas farmacologicas que pueden considerarse en futuros trabajos para

comprender de una manera mas amplia su accion toxica sobre Aedes aegypti.
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Anexo 1

7. Anexos

Chemical characterization of essential oils from collected plants studied in this work

EO code  Scientific name Major components (Relative GC area, %)
o a-pinene (24.9%), PB-pinene (14.8%), germacrene D
001 gf;:fgé’”’“ P (13.1%), B-phellandrene (10.1%), a-phellandrene (6.3%).
(As tera(;eae) sabinene (4.6%), p-cymene (4.5%), trans-p-caryophyllene
(3.1%); a-copaene (2.6%), limonene (2.4%).
Dehidrofukinone  (25.4%), aristolochene (17.9%),
Turnera  diffusa valencene (7.4%), P-selinene  (5.2%), trans-B-
002 Willd. caryophyllene (4.0%), B-elemene (4.0%),
(Passifloraceae) premnaspirodiene (3.7%), guaiol (3.5%), germacra-
4,5,10-trien-1-a-ol (3.5%), caryophyllene oxide (3.3%).
L . trans-p-caryophyllene (18.6%), a-humulene (10.1%), a-
él{l? ﬁ tlg ociflzliﬂgzde; phellandrene (9.3%), p-cymene (8.7%), 1,8-cineole
003 phella;1 drene yp (6.5%), limonene (4.4%), caryophyllene oxide (3.8%), B-
(Verbenaceac) phellandrene (3.1%), camphene (2.5%), germacrene D
(2.2%).
Calycolpus 1,8-cineole  (19.1%), lil.n'or'lene (17.6%), tm.ns—B—
movitzianus caryophyllene (6.3%), V1r1d1ﬂ0r01 (5.7%), o-pinene
004 (O.Berg) Burret (5.1%), trans,trans-geranyl linalool (4.0%), trans-
(My rtaceae) ) nerolidol (3.5%), a-copaene (3.2%), selina-3,7(11)-diene
(2.8%), viridiflorol (2.7%).
Piperitone  (14.8%), trans-p-Caryophyllene (7.4%),
005 Piper aduncum L.  viridiflorol (6.5%), limonene (6.0%), o-cadinene (5.5%),
(Piperaceae) a-pinene (4.6%), a-phellandrene (4.4%), caryophyllene
oxide (3.8%), 1,8-cineole (3.6%), p-cymene (3.0%).
Elqp handra . Germacrene D (20.7%), a-phellandrene (9.1%), a-pinene
006 (qgt lng;le;’;WS (6.8%), trans-B-caryophyllene (5.1%), A3-carene (4.9%),
H..Ré)b. limonene (4.5%), B-cubebene (3.5%), a-humulene (2.6%),

(Asteraceae)

premnaspirodiene (2.6%), 6-cadinene (2.6%).
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trans-B-Caryophyllene (20.2%), alcanfor (16.1%), 3-

Hyptis dilatata Acarene (15.5%), a-pinene (10.5%), palustrol (8.7%), a-
007 Benth. gurjunene (4.7%), ledol (3.4%), limonene (2.4%),
(Lamiaceae) camphene (1.7%), viridiflorol (1.5%), aromadendrene
(1.5%).
gg ﬁ tlg O(};Ill‘ii’;g:j;: Carvacrol (35%), p-cymene (14.4%), thymol (8.0%), v-
008 carvacrol-p- terpinene (5.3%), trans-B-caryophyllene (4.4%), B-
cymene myrcene (2.4%), car:vacryl acetate (2.0%), thymol methyl
(Verbenaceae) ether (1.9%), a-terpinene (1.7%).
llgl) g tz}clz OCrIllgecrlggtljsz trans-p-caryophyllene (15.1%), thymol (14%), 1.8-
009 trans—B— cineole (13%), p-cymene (12.6%), a-humulen (8.1%), a-
caryophyllene ph;llandrene (7.1%), a-eudesmol .(2.6%), caryophyllene
(Verbenaceac) oxide (2.5%), y-terpinene (2.4%), limonene (2.1%).
Lippia origanoides Thymol  (75.3%), trans-B-Caryophyllene  (5.4%),
010 Kunth. Chemotype carvacrol (4.9%), a-humulen (3.2%), p-cymene (2.3%),
thymol thymol acetate (1.6%), thymol methyl ether (1.3%),
(Verbenaceae) caryophyllene oxide (1.3%), trans-p-bergamotene (1.0%).
Aristolecheno  (20.9%), dehidrofukinona (19.3%),
Turnera  diffusa valencene (6.5%), B-selinene (5.8%), B-elemene (5.0%),
011 Willd. trans-B-caryophyllene (4.9%), premnaspirodiene (4.7%),
(Passifloraceae) p-cymene (3.6%), germacra-4,5,10-trien-1-a-0l (3.6%),
guaiol (3.3%).
p-Ment-3-en-8-ol (32.4%), pulegone (16.1%), trans-9-
Satureja  viminea epi-caryophyllene (8.9%), trans-p-caryophyllene (8.4%),
012 L. caryophyllene oxide (4.3%), spathulenol (3.6%), benzyl
(Labiatae) benzoate (2.4%), od-Cadinene (2.2%), trans-pulegol
(1.8%), p-Mentha-3,8-diene (1.5%).
trans-B-Caryophyllene (12.7%), caryophyllene oxide
Psidium (12.0%), N.I. C15H240 (8'.8%), dehydrofukinone (7.5%),
013 sartorianum Nied caryophylla-4(1.2),8(13)-d1en-5-[3-ol (4.8%), germacrene
(Myrtacea) " B (4.1%), 1,8-cineole (3.7%), p-cymene (2.9%), B-pineno
(2.7%), Selina-3,7(11)-diene (2.5%), B-selinene (2.1%),
premnaspirodiene (2.0%).
Varronia trans-B-Car}fophyllene (19.2%)., germacrene D (12.3%),
014 curassavica Vell trans-B-Gua}ene (11.8%), a-pinene (9.4%), a-copaene
(Boraginaceae) " (7.0%), B-pineno (4.1%), biciclogermacreno (3.9%), B-

elemene (2.8%), 6-cadinene (2.8%), a-humulen (2.7%).
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015

Ocimum basilicum
L

90

Linalool (42.7%), estragole (18.6%), 1,8-cineole (8.1%),
Germacrene D (4.9%), e-a-cadinol (4.2%), y-cadinene

(I;abiatae) (3.7%), a-humulen (2.5%), p-elemene (2.2%),
biciclogermacreno (2.2%), trans-a-bergamotene (1.1%).
Calycolpus 1,8-Cineole (15.4%), limonepe (14.7%), viridiflorol
moritzianus (7.1%), trans-trans-geranyl linalool (6.7%), trans-p-
016 (O.Berg) Burret caryophyllepe (6.2%), B-selir}ene (5.8%), %mnS-Nerolidol
(My rtaceac) ’ (4.0%), a-pinene (3.5%), selina-3,7(11)-diene (3.0%), o-
copaene (3.0%).
Aristolochene (20.6%), dehidrofukinona (17.3%), p-
Turnera  diffusa cymene (5.8%), B-selinene (5.6%), valencene (5.2%),
017 Willd. premnaspirodiene (4.2%), caryophyllene oxide (3.6%),
(Passifloraceae) trans-p-caryophyllene (2.8%), germacra-4,5,10-trien-10-
ol (2.4%), a-selinene.
L origanoides Thymol (49.4%), p-cymene (19.1%), y-terpinene (9.2%),
Kunth. chemotype B-myrcene (5.2%), a-terpinene (2.9%), carvacrol (2.7%)
018 Thymol + p- ety ether | (18%).  trums-B-caryophyllent
cymene y i methyl L i" rans ca;ryop yllene
(Verbenaceac) (1.6%), cis-B-ocimene (1.2%), limonene (0.9%).
Lippia origanoides Thymol (71.70%), p-cymene (10.5;%), carvacrol (4.4%),' B-
Kunth. Chemotype myrcene (2.1%), y-terpinene (2.0%), caryophyllene oxide
019 Thymol (1.6%), thymol methyl ether (0.9%), trans-p-
(Verbenaceae) caryophyllene (0.9%), humulene epoxide II (0.7%),
terpinen-4-ol (0.7%).
p-Cymene (26.8%), thymol methyl ether (26.3%), thymol
Lippia micromera (17.8%), thymol acetate (5.7%), y-terpinene (5.4%), 1,8-
020 Schauer. cineole (5.1%),a-terpinene (2.0%), B-myrcene (2.0%),

(Verbenaceae)

trans-B-caryophyllene  (1.7%),
caryophyllene oxide (0.9%).

a-thujene  (1.3%),

Nota. Tabla de datos suplementarios del articulo: Insecticidal activity of essential oils from
American native plants against Aedes aegypti (Diptera: Culicidae): An introduction to their
possible mechanism of action.



