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Resumen

“Pronéstico, sintesis quimica y evaluacion biolégica de ixodicidas
seleccionados por computadora”

Rhipicephalus (Boophilus) microplus es uno de los principales ectoparasitos del
ganado bovino en las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Este causa
un impacto econdmico negativo a la ganaderia por dafos directos (dafio a las
pieles por accion de las picaduras, pérdida de sangre y disminucion de parametros
productivos) e indirectos (agentes etiolégicos que transmiten). ElI uso
indiscriminado de ixodicidas en los ultimos afos, ha generado que R. (B.)
microplus haya creado resistencia a los productos que se encuentran en el
mercado. Esto hace necesario disefiar nuevos ixodicidas, siendo los ensayos in
silico (estudios asistidos por computadora) una nueva alternativa para seleccionar
estos, mediante el uso de modelos QSAR (Quantitative Structure-Activity

Relation).

Empleando los software TOMOCOMD-CARDD y WEKA, se han llevado a cabo
diversos estudios in silico, permitiendo el descubrimiento de compuestos activos
contra enfermedades de gran impacto social. Por los resultados alcanzados con
estos software, se utilizaron para la seleccion in silico de nuevos compuestos

ixodicidas.

Después de este estudio se seleccionaron a los analogos del: carvacrol (éter
metilico de carvacrol y acetato de carvacrol); acido salicilico (acido 2,5-
dihidroxibenzoico, 2,5-dihidroxibenzoato de metilo, 2,5-dihidroxibenzoato de etilo,
2-(a,a’-dimetoximetil)fenol, 2-metoxibenzoato de etilo vy el alcohol 2-
hidroxibencilico); y los analogos de isémeros del acido salicilico, como el 4-
hidroxibenzoato de metilo y 4-hidroxibenzoato de n-propilo. Estos fueron
sintetizados, purificados y caracterizados, por métodos convencionales o novo,
determinando su actividad ixodicida por bioensayos in vitro. Todos los compuestos
presentaron actividad acaricida en R. (B.) microplus, siendo los analogos 2-
metoxibenzoato de etilo, 2,5-dihidroxibenzoato de etilo, acetato de carvacrol y éter

metilico de carvacrol los que presentaron mayor actividad acaricida, siendo el 2-



metoxibenzoato de etilo el mas potente. Todos los compuestos presentaron mejor
actividad acaricida en la etapa larvaria que en la etapa adulta de R. (B.) microplus,
el acetato de 2-metoxibenzoato de metilo y 2,5-dihidroxibenzoato de etilo, son los

mejores candidatos para continuar su estudio in vivo.



Abstract

"Forecast, chemical synthesis and biological evaluation of computer
selected acaricides"

Rhipicephalus (Boophilus) microplus an important ectoparasite of cattle in tropical
and subtropical regions of the world. This causes a negative economic impact on
livestock for direct damages (damage to the skin by the action of bites, blood loss
and decreased production parameters) and indirect (transmission of etiological
agents). Indiscriminate use of acaricides in recent years has generated R. (B.)
microplus resistance to products that are on the market. Therefore, it is necessary
to design new acaricides, with in silico assays (computer aided studies) as a new
alternative to drugs design, by using QSAR (Quantitative Structure-Activity
Relation) models. Using TOMOCOMD-Cardd and WEKA software, we conducted
several in silico studies, allowing the discovery of active compounds against
diseases of great social impact. The results achieved with these software were

used to carry out the in silico selection of new acaricide compounds.

After this study, carvacrol analogues were selected (carvacrol methyl ether and
carvacrol acetate), as well as salicylic acid analogues (2,5-dihydroxybenzoic acid,
ethyl 2,5-dihydroxybenzoate, methyl 2,5-dihydroxybenzoate, 2-(a,a'-
dimethoxymethyl)phenol, ethyl 2-methoxybenzoate and alcohol 2-hydroxybenzyl).
Isomers of salicylic acid such as propyl p-hydroxybenzoate, methyl p-
hydroxybenzoate. These compounds were synthesized, purified and characterized
by conventional methods or novo determining its acaricide activity by in vitro
bioassays. All compounds showed acaricidal activity in R. (B.) microplus, the
analogues 2-methoxybenzoate, 2,5-dihydroxybenzoate, carvacrol methyl ether
acetate and carvacrol presented higher acaricidal activity being 2-
methoxybenzoate ethyl the most potent. All evaluated compounds presented better
acaracide activity against the larval stage as compared with the adult stage of R.
(B.) microplus, ethyl 2-methoxybenzoate and ethyl 2,5-dihydroxybenzoate,being

the best candidates to continue their study.
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1 Introduccién

Rhipicephalus (Boophilus) microplus es uno de los principales ectoparasitos del
ganado bovino en las regiones tropicales y subtropicales del mundo,’ el cual
causa un impacto econdémico negativo a la ganaderia por dafios directos (dafo a
las pieles por accién de las picaduras, pérdida de sangre y disminucion de

parametros productivos) e indirectos (agentes etiolégicos que transmiten).?

Existen diferentes métodos para controlar y/o erradicar a este parasito, entre los
que destacan el tratamiento con diferentes compuestos ixodicidas como
compuestos organofosforados, piretroides, amidinas, endectocidas,
fenilpirazolonas e inhibidores del desarrollo. Sin embargo el uso indiscriminado de
estos ixodicidas en los ultimos afios, ha generado que R. (B.) microplus haya
creado resistencia a la mayoria de los ixodicidas que se encuentran en el

mercado.

Esto hace necesario disefiar nuevos ixodicidas, siendo los ensayos in silico
(estudios asistidos por computadora) una nueva alternativa para su seleccién,

mediante el uso de modelos QSAR (Quantitative Structure-Activity Relation).

TOMOCOMD-CARDD (TOpological MOlecular COMputer Design-Computer-Aided
Rational Drug Design),® es un programa que ayuda al disefio racional de
farmacos, utilizado para el calculo de descriptores moleculares, siendo una
herramienta para el cribado virtual y seleccién de nuevas moléculas con potencial
actividad biolégica. Empleando el software TOMOCOMD-CARDD, se han llevado
a cabo diversos estudios in silico, permitiendo el descubrimiento de compuestos
activos contra enfermedades de gran impacto social. Los resultados alcanzados
con este software, se usaran para llevar a cabo el estudio y seleccion in silico de
nuevos compuestos ixodicidas, apoyados con el software de WEKA (Waikato
Environment for Knowledge Analysis), version 3.6.3, para realizar el analisis
estadistico y analisis quimiométrico de los datos. Los compuestos seleccionados
se sintetizaran, purificaran y caracterizaran, por métodos convencionales o de

novo, determinando su actividad ixodicida por bioensayos in vitro.



2 Antecedentes

2.1 Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Las garrapatas se han adaptado a la mayoria de los nichos terrestres del planeta y
se han especializado en alimentarse de sangre de mamiferos, aves y reptiles; la
adaptacién evolutiva de las garrapatas a la hematofagia, es la principal razén por
la que se producen grandes pérdidas econdémicas. Sin embargo, el mayor impacto
de las infestaciones por garrapatas sobre los animales y el hombre es a través de
los patdégenos que estas transmiten como: protozoarios (Babesia spp y Theilleria
spp), bacterias (Rickettsia spp, Ehrlichia spp y Anaplasma spp), virus (Nairovirus,
Flavivirus, Asfavirus) y nematodos (Acanthocheilonema). Estos patdégenos se
consideran responsables de mas de 100,000 casos de enfermedades en
humanos, en animales silvestres y domésticos, siendo los vectores mas
importantes de patdgenos causantes de enfermedades en animales. A nivel
mundial, son los segundos vectores mas importantes de enfermedades en

humanos después de los mosquitos.*

Las garrapatas estan comprendidas en tres Familias Ixodidae o garrapatas duras,
Argasidae o garrapatas blandas y Nuttalliellidae presente solo en Africa, con

caracteristicas de las dos familias anteriores.*

Existen diferentes géneros en la familia Ixodidae como: Ixodes, Amblyomma,
Anomalohimalaya, Bothriocroton, Cosmiomma, Dermacentor, Rhipicephalus,

Hyalomma, Nosomma, entre otras.*

En la ganaderia bovina mexicana, las especies de garrapatas que tienen mayor
importancia son: Boophilus microplus, Boophilus annulatus, Amblyomma
cajennense, Amblyomma maculatum, Amblyomma americanum y Anocentor
nitens; sin embargo, las especies de mayor importancia para el ganado bovino son

Boophilus microplus y Amblyomma cajennense.*

R. (B.) microplus es un miembro de la familia Ixodidae (garrapatas duras), y

anteriormente se conocia a esta garrapata como Boophilus microplus, pero

2



recientemente Boophilus se ha convertido en un subgénero del género
Rhipicephalus, de acuerdo con lo reportado por The Center For Food Security &
Public Health and Institute for International Cooperation in Animal Biologics.® En
México, esta garrapata causa enormes pérdidas econdmicas al sector ganadero
de aproximadamente 48 millones de dodlares anuales, tanto por dafos directos
como: dafio a las pieles por accién de las picaduras, pérdida de sangre y
disminucién de parametros productivos y costo por el control de este parasito, asi
como dafos indirectos por los agentes etioldégicos que transmiten: Anaplasma
marginale, Anaplasma centrale, Babesia bigemina, Babesia bovis, Borrelia

theileri.>®
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Figura 1. Distribucion de Rhipicephalus (Boophilus) microplus en México.

2.2 Ciclo biolégico

Las garrapatas se desarrollan en la primera parte de su vida en la tierra o la
hierba; sin embargo, son ectoparasitos hematéfagos obligados, es decir, se tienen
que alimentar de la sangre de los animales hospederos durante algunas etapas de
su ciclo biolégico. Las garrapatas R. (B.) microplus infestan preferentemente al
ganado bovino, pero también se pueden encontrar en otros mamiferos (caballos,
mulas, ovejas, cabras o venados). El ciclo biolégico de R. (B.) microplus es de un

solo hospedero y se divide en dos fases:



La fase de vida libre: La hembra fecundada y completamente llena de sangre, se
desprende del hospedero para llevar a cabo la puesta de los huevos que se

incuban de 7 a 21 dias y nacen las larvas.

La fase parasita: Una vez que las larvas se trasladan a los bovinos se desarrollan
hasta ninfas que, a su vez, mudan a machos o hembras posteriormente se lleva a

cabo la copula.” (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo biolégico Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

2.3 Control Quimico y Resistencia

En México, como en otras partes del mundo, los esfuerzos por controlar las
infestaciones debidas a las garrapatas se han basado fundamentalmente en el
control quimico, mediante el uso de estos ixodicidas, los cuales se pueden
clasificar por la familia quimica a la que pertenecen: arsenicales, organoclorados,
organofosforados, carbamatos, piretroides sintéticos, amidinas y actualmente
ivermectinas.®® (Cuadro 1). Estos productos han sido utilizados con éxito en el
control de las garrapatas; sin embargo, su uso continuo ha ocasionado la

generacion de cepas de garrapatas resistentes. ™



Garrapaticidas de acuerdo a su grupo quimico

Grupo quimico Compuestos

Carbamatos Crabairil

Carbofenotién, Clorfenvinfas, Clorpinifds,

Coumafds, Diazindn, Diclorvés, Dioxantion,

Organofosforados
Fenitrotion, Fentién, Fosmet, Foxim, Malatién,
Triclorfon
Piretroides y Alletrina, Cihalotrina, Cipermetrina, Deltametrina,
Peritrinas Resmetrina
Formamidinas Amitraz

Organoclorados | DDT, HCH/Lindano, Toxafeno

Avermectinas Ivermectina, Doramectina, Moxidectina

Cuadro 1. Clasificacién de ixodicidas por familia quimica.

Debido al uso indiscriminado de ixodicidas o no completar el tratamiento
recomendado, ha generado que R. (B.) microplus, haya creado resistencia a
practicamente a todos los ixodicidas que se encuentran en el mercado. La
resistencia a los ixodicidas, es una condicidon genética que se transmite a una
poblacion de garrapatas por ejemplo la capacidad para adaptarse exitosamente a
un ambiente toxico le permite sobrevivir a la exposicion de los ixodicidas que
matan a otros individuos de la misma poblacién.®

En Meéxico existen reportes de resistencia a compuestos organofosforados,
organoclorados (1981), piretroides (1986) y amidinas (2002), y de cepas
multiresistentes.'” El hallazgo de poblaciones multiresistentes puso en relieve un
problema aun mas complejo; la resistencia multiple a los pesticidas en el territorio
mexicano continla extendiéndose a razén de la presion que se ha ejercido por el
empleo de ixodicidas durante los ultimos afios. Actualmente, poblaciones de
garrapatas han sido diagnosticadas resistentes a organofosforados, piretroides y

amidinas,' lo que implica, que su disponibilidad actual y futura se encuentra



comprometida debido al progresivo incremento de la resistencia y los altos costos

de investigacion para el descubrimiento y desarrollo de nuevas moléculas.

2.4 Evaluacion de la actividad ixodicida in vitro

La evaluaciéon de la actividad ixodicida se realiza por bioensayos, empleando

larvas de R. (B.) microplus, mediante dos técnicas:

7
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Prueba de paquete de larvas (PPL). Esta sustentada y desarrollada en
una serie de ensayos con garrapatas R. (B.) microplus durante muchos
anos en el Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation
(CSIRO), en Australia y fue adoptada por la Food and Agriculture
Organization (FAO), como la principal prueba de diagndstico de resistencia
en garrapatas y evaluacion de la actividad acaricida. Consiste en exponer
las larvas de garrapatas en una superficie de papel filtro previamente
impregnado con el compuesto a evaluar empleando como disolvente una
mezcla de tricloroetileno y aceite de oliva extra virgen (2:1), la mortalidad
larval se cuantifica 24 horas después.®™

Prueba de inmersion de larvas (PIL). Este método conocido también
como técnica de Shaw, no ha sido ampliamente usado en el diagndstico de
resistencia ni promovido por la FAO. Se han realizado estudios
comparativos donde se concluye que los resultados de la prueba de
inmersion pueden ser comparados con los resultados de la prueba de

paquete de larvas, empleando como disolventes agua o etanol.? '

El desarrollo de ambas pruebas requiere aproximadamente seis semanas

considerando los siguientes pasos:

A) Recoleccion e incubacion de garrapatas repletas

B) Postura de huevos

C) Obtencion de larvas

D) Dilucion de los productos a evaluar

E) Realizacion de paquetes de larvas para la obtencion de resultados

F) Incubacion de los paquetes de larvas.


http://www.google.com.mx/url?q=http://www.fao.org/&sa=U&ei=QAOHUKveGcq-2gXrsoDwBA&ved=0CCcQFjAC&usg=AFQjCNEq5xSkuoumpOAYBSw5JM45seeo7w
http://www.google.com.mx/url?q=http://www.fao.org/&sa=U&ei=QAOHUKveGcq-2gXrsoDwBA&ved=0CCcQFjAC&usg=AFQjCNEq5xSkuoumpOAYBSw5JM45seeo7w

Existen otros bioensayos, que se pueden utilizar para evaluar la actividad
acaricida empleando ejemplares adultos de R. (B.) microplus, como la Prueba de
inmersiéon de adultas (PIA). Esta prueba fue descrita y desarrollada por
Drummond en 1967, para determinar la eficacia de nuevos ixodicidas contra varias
especies de garrapatas. Fue adaptada como prueba de resistencia en varios
laboratorios, pero nunca fue estandarizada. Posiblemente su principal desventaja
es que requiere de varias semanas para obtener resultados, debido al periodo
para obtener garrapatas repletas. Para llevar a cabo los bioensayos es necesario,
contar con un control positivo o negativo, para poder realizar la correccion de los
porcentajes de mortalidad.? " El porcentaje de mortalidad debe ser corregido de

acuerdo a la férmula aplicada por Abbot (1925)."

2.5 Diseio de nuevos farmacos basado en topologia molecular

Muchos de los farmacos hoy disponibles en la industria farmacéutica fueron
caracterizados por técnicas de cribado convencionales, que consistian
basicamente en evaluar una gran variedad de compuestos tanto de origen natural
como sintéticos en la mayor cantidad de ensayos bioldgicos posibles, elegidos
aleatoriamente. Con este procedimiento, se consiguen identificar nuevas "cabezas
de serie", o moléculas prototipo pertenecientes a una clase estructural
determinada y con potencial para utilizarse en una indicacion terapéutica concreta.
Las modificaciones quimicas subsiguientes tienden a producir "analogos" de esas
estructuras buscando con ello una mayor actividad o una menor incidencia de
efectos colaterales. Este método de descubrimiento de nuevos agentes con
actividad bioldgica es interesante desde el punto de vista de que puede convertir a
nuevas clases estructurales de compuestos en farmacos potenciales pero, al estar
basado fundamentalmente en técnicas de ensayo y error, consume mucho tiempo
y requiere grandes recursos economicos. Se ha estimado que el porcentaje de
éxito es inferior a 1 por cada 10.000 compuestos.™

Los primeros intentos dirigidos a incrementar la probabilidad de sintetizar un
analogo activo o de encontrar una nueva cabeza de serie se basaron en encontrar

correlaciones entre la estructura quimica de una serie, de compuestos y su
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actividad bioldgica. A este tipo de analisis se le conoce por sus siglas en ingles
como estudios QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships). Los métodos
que relacionan la estructura quimica con la actividad biologica pueden dividirse en
dos grandes categorias:'® métodos topoldgicos/estadisticos y métodos de
modelado molecular. En la aproximacion topoldgica solo se tiene en cuenta la
estructura quimica "plana" de la molécula y se utilizan técnicas estadisticas
(Analisis Linear Discriminante o Técnicas de Clasificacién) o de reconocimiento de
patrones para encontrar las ecuaciones QSAR. En los métodos de modelado, se

consideran las propiedades de las moléculas en tres dimensiones.'>'®

La topologia molecular a través de las relaciones QSAR, es una herramienta util
para el desarrollo de nuevas moléculas. El método de conectividad molecular fue

iniciado por Randic'” y desarrollado mas tarde por Kier y Hall'®

a partir del cual es
posible identificar diferentes niveles estructurales de una molécula a través de
valores numéricos conocidos como indices de conectividad o topoldgicos. De esta
manera, cada molécula se asimila a un grafo en donde cada vértice representa un

atomo y cada eje las conexiones existentes entre ellos.

A partir del grafo, se construye la matriz topolégica cuyos elementos adquieren
valores nulos o no en funcion de las conexiones existentes entre dichos elementos
del grafo. El tratamiento posterior de la matriz topolégica conduce a los indices de
conectividad que caracterizan a ese grafo de una manera rapida y sencilla. Estos
descriptores moleculares se han utilizado con éxito en la busqueda de modelos
topoldgico-matematicos para la seleccion y disefio de nuevos compuestos activos

en diferentes areas terapéuticas y en particular en el de antiparasitarios. '

El disefio y desarrollo de nuevos farmacos con ecuaciones QSAR, estan
apoyados por paquetes computacionales, los cuales se conocen como estudios in
silico, y son técnicas que tienen el potencial de mejorar significativamente el
descubrimiento y desarrollo de farmacos, segun la BCG (Boston Consulting

Group), estas ahorran un promedio de 130 millones de USD y 0.8 afos por cada



farmaco.?° Algunos de los farmacos desarrollados por métodos in silico que ya

estan en el mercado son:?" %2

e Sal de potasio de losartan (Antipertension)
e Clorhidrato de dorzolamida (glaucoma)

e Mesilato de nelfinavir (SIDA)

e Zolmitriptan (migrafa)

e Sulfato de indinavir (SIDA)

e Captopril (Antipertensién)

¢ Norfloxacina (antibacteriano)

2.6 TOMOCOMD-CARDD (TOpological MOlecular COMputer Design-Computer-
Aided Rational Drug Design).’

Este software emplea varias familias de descriptores moleculares implementados
en el programa, ademas de las bases quimico-matematicas, basado en atomos o
enlaces, estocasticos y no estocasticos, indices bilineales y cuadraticos totales o
locales. Este software ha permitido el descubrimiento in silico de varios
compuestos activos contra diversas enfermedades de gran impacto social. Asi por
ejemplo, los modelos de relaciones cuantitativas estructura-actividad (conocidos
por su siglas en inglés, QSAR) desarrollados con este paquete computacional, han
posibilitado el descubrimiento de nuevos compuestos efectivos contra la malaria,®*

26,27 30,31
y

% |a tricomonosis, la enfermedad de Chagas,®®?° la helmintiasis,

metalogénesis (inhibidores de tirosina).>?

En un estudio realizado por Montero y col en 2005,%® se buscaron nuevos
farmacos antitripanosomiasicos, utilizados en el tratamiento de la enfermedad de
Chagas (enfermedad parasitaria tropical), se realizo un analisis de clasificacion y

se seleccionaron cinco compuestos (Figura 3), se evalud su actividad in vitro en



una cepa de frypanosoma cruzi, los compuestos mostraron una actividad
antitripanosomiasica mayor al 70 %, los compuestos, 1s y 4s, mostraron actividad
desde concentraciones de 10 pg/mL, especificamente el compuesto 4s, mostro
porcentajes de inhibicién superiores al 80% a 100, 10 y 1 yg/mL, sin embargo se
requiere llevar a cabo mas estudios para determinar el mecanismo de accion de

estos compuestos y evaluar su toxicidad a las concentraciones ensayadas.

Figura 3. Compuestos seleccionados con TOMOCOMD-CARDD, con actividad
antitripanosomiasis.

Otro ejemplo, donde se han obtenido resultados favorables, es en la busqueda de
farmacos para el tratamiento de la tricomoniasis (enfermedad de transmision
sexual ocasionada por el protozoario Trichomonas vaginalis). Meneses y col en
2005, realizaron un estudio QSAR, utilizando un analisis de discriminacion lineal
(ADL), la prueba mostr6é un grado de confiabilidad mayor al 88.24%, evaluando la
actividad antiprotozoaria, los compuestos seleccionados en este estudio (Figura
4), mostraron en general actividad contra Trichomonas vaginalis, utilizando
concentraciones del 100ug/mL, los compuestos VA7-67(92%) y VA7-69 (93%)
presentaron actividad con concentraciones 10 pg/mL. Estos resultados abren una
puerta para estudiar estas moléculas contra otros protozoarios, asi como evaluar

su toxicidad y determinar sus mecanismos de accion.
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Figura 4. Compuestos seleccionados con TOMOCOMD, con actividad contra
Trichomonas vaginalis
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En este paquete computacional, se ha implementado el calculo de varias familias
de descriptores moleculares, basados en representaciones vectoriales vy
matriciales de la estructura molecular.?**? El programa esta compuesto por cuatro
sub-programas, cada uno de ellos con un modulo de dibujo y otro de calculo, los
sub-programas son:

CARDD (Computed-Aided ,Rational” Drug Design)

CAMPS (Computed-Aided Modeling in Protein Science)

CANAR (Computed-Aided Nucleic Acid Research)

CABPD (Computed-Aided Bio-Polymers Docking).

X4

L)

L)

o

o

o

Este software ha sido desarrollado basandose en una interfaz amigable para el
usuario, el cual no tiene que dominar a priori ningun conocimiento de

programacién computacional.

2.7 Andlisis Quimiométrico de los Datos

Para realizar estudios QSAR, existen diferentes analisis discriminantes como:
Analisis de Regresion Lineal Multiple (RLM), Analisis Discriminante Lineal, (ADL),
o técnicas de clasificacion (basados en algoritmos de clasificacion) como: Arboles
o mapas funcionales (Functional Trees, FT), Arbol de modelo logistico (Logistic
Model Trees, LMT), Regresién Logistica Lineal, Perceptron multicapa (Multilayer

perceptrons, MLP), Maquinas de soporte vectores (Support Vector Machines,

11



SVM) y Optimizacion minima secuencial (Sequential Minimal Optimisation,
SMO).33-36

El software Waikato Environment for Knowledge Analysis (WEKA), calcula
diferentes algoritmos de clasificacion,® entre los que se encuentran, los arboles de
funcionales y la regresion logistica lineal, estos son considerados los métodos mas

populares de clasificacion, cada uno con sus ventajas y desventajas.

El algoritmo arbol de modelo logistico (LMT),** combina modelos de regresion
logistica con arboles de induccion, por o que es un modelo analogo de arboles
para problemas de clasificacion. Un modelo logistico de arbol consiste
basicamente en una estructura de arbol de decision estandar con funciones de

regresion logistica en las hojas.?

Optimizacion minima secuencial (SMO), es un método rapido para entrenamiento
de maquinas de soporte vectores (SVMs). El entrenamiento de una SVM requiere
la solucién a un gran problema de programacion cuadratica (QP). SMO fracciona
este gran problema en una serie de problemas mas pequefios de QP. Estos
problemas mas pequefos son resueltos de forma analitica, lo cual reduce
significativamente el tiempo del ciclo interno de procesamiento. La cantidad de
memoria requerida para SMO es lineal en el tamafo del conjunto de

entrenamiento, lo cual permite entrenar con grandes conjuntos de datos.>>%°

Perceptron multicapa (MLP), esta basada en Redes de Neuronas Artificiales,
apoyadas en algoritmos de clasificacion. Es una de las arquitecturas mas
utilizadas para resolver problemas reales, y evalua un conjunto de datos de
entradas que permite obtener valores reales o vectores con valores reales. Todas
las neuronas se relacionan con todas las neuronas, incluyendo las neuronas de la

capa oculta.*®
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En la mayoria de los estudios in silico se realizan analisis comparativos, utilizando
mas de tres técnicas estadisticas para garantizar la mayor aproximacion de
clasificacion, entre los modelos utilizados. Sin embargo, el analisis mas utilizado

es el Analisis Discriminante Lineal.

En todas las pruebas de clasificacidén requieren ser probadas, a lo que se conoce
como pruebas de entrenamiento, esto se realiza con la finalidad de evaluar la

capacidad de prediccion de dichos analisis.
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3 Justificacion

Al emplear inadecuadamente compuestos ixodicidas para controlar y/o erradicar a
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, se ha generado resistencia a la mayoria de
los ixodicidas que se encuentran en el mercado. Esto hace necesario disefar
nuevos compuestos con propiedades ixodicidas, siendo los ensayos in silico una
nueva alternativa para el disefio y seleccion de nuevos compuestos con actividad

ixodicida.

Empleando el software TOMOCOMD-CARDD y WEKA, se han llevado a cabo
diversos estudios in silico, permitiendo el descubrimiento de compuestos activos
contra enfermedades de gran impacto social. Los resultados alcanzados con estos
software se usaran para llevar a cabo la seleccion in silico de nuevos compuestos

ixodicidas.

4 Hipotesis

Al llevar a cabo el estudio in silico, empleando el software TOMOMD-CARDD vy

WEKA, se encontraran nuevos compuestos con actividad ixodicida.

5 Objetivo General

Desarrollar un sistema de cribado computacional capaz de seleccionar nuevos

compuestos con actividad ixodicida.

14



5.1 Objetivos Especificos

1.

Calcular los descriptores moleculares implementados en el programa
TOMOCOMD-CARDD, para desarrollar y validar los modelos predictivos

que permitan el descubrimiento de nuevos farmacos de forma racional.

Sintetizar y caracterizar espectroscépicamente los nuevos candidatos a

farmacos.

Realizar el escrutinio in vitro de la eficacia ixodicida de los compuestos
seleccionados por el programa TOMOCOMD-CARDD.

Conocer la eficacia del mejor farmaco seleccionado a través de la
determinacién de la Concentracién Letal 50 (CLsg), contra una cepa
susceptible de Rhipicephalus (Boophilus) microplus ya adaptada en el

laboratorio.
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6 Material y Métodos

6.1 Desarrollo de bases de datos

Se realizé la conformacion de tres bases de datos: Moléculas activas, moléculas
inactivas y analogos de moléculas activas.

Moléculas activas: Se realiz6 una busqueda de moléculas con reportes fieles de
su actividad ixodicida. Para la elaboraciéon de esta primera base se efectué una
busqueda de todos los ixodicidas comerciales, asi como de aquellos que se
encuentran reportados con esta actividad, evaluados in vifro o in vivo,
considerando su estructura quimica bidimensional, numero CAS y la familia
quimica a la que pertenecen. Ejemplo de ello son las siguientes estructuras

guimicas como cabeza de serie para nuevos compuestos.

Carbamatos: Carbofuran (1; CAS 1563-66-2), Aldicarb (2, CAS 116-06-3), Carbaril
(3, CAS 63-25-2), entre otros.
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Pierietrinas y Piretroides: Aletrina (7, CAS 584-79-2), Permetrina (8, CAS 52645-

53-1), entre otros.

/L‘X‘T QI Arv@J@

Moléculas inactivas: Se realiz6 una busqueda de sin actividad ixodicida, para
probar la selectividad de las técnicas de clasificacidon, seleccionando compuestos
que no presentaran ningun reporte de actividad ixodicida u otra actividad

antiparasitaria.

Analogos de moléculas activas: Se realiz6 una busqueda de todos los
compuestos relacionados con las estructuras quimicas de los compuestos activos,

considerando una similitud estructural mayor al 80 %.

6.2. Representacion grafica en 2D de las moléculas y analisis y
procesamiento quimiométrico

Se realiz6 la representacion grafica bidimensional en la interface del software de
TOMOCOMD-CARDD, de las estructuras moleculares de las tres bases de datos,
posteriormente se llevo a cabo el calculo de descriptores moleculares bilineales
estocasticos basados en atomo (polarizabilidad atémica, electronegatividad
atomica de Mulliken, masa atomica, radio atomico de Van der Waals,

electronegatividad atomica de Pauling).

Se empleo el software WEKA, para llevar a cabo el y procesamiento quimiométrico
de los datos empleando cinco técnicas de clasificacion: Perceptron multicapa
(MLP), Optimizacién minima secuencial (SMO), Regresién Logistica Lineal, Arbol
funcional (FT) y Arbol de modelo logistico (LMT), evaluando su capacidad de
clasificacion con pruebas de entrenamiento, empleando para ello las bases de
moléculas activas e inactivas. Posteriormente se llevé a cabo el cribado virtual de
la base de los analogos de las moléculas activas.
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6.3. Selecciodn, sintesis y caracterizacién de moléculas seleccionadas
Se seleccionaron analogos que fueron clasificados por las 5 técnicas empleadas,

considerando los siguientes criterios:

1. No tener reportes en donde Rhipicephalus (Boophilus) microplus haya
creado resistencia a la molécula activa. Ejemplo: Fipronil, Diazindn,

Cipermentrina, Flumentrina, Deltametrina.

2. No considerar analogos cuya molécula activa tenga reportes de ser téxica.

Ejemplo: Lindano, DDT y Deltametrina.
3. Disponibilidad de las materias primas.

Se realizd una revision bibliografica de las técnicas de sintesis mas adecuadas
para cada compuesto. Se caracterizaron empleando espectrofotometros de
infrarrojo Perkin-Elmer, Spectrum BX, FT-IR System y de Resonancia Magnética
Nuclear (RMN), Varian 400 MHz).

6.4 Bioensayos in vitro

6.4.1 Obtencién de larvas de Rhipicephalus (B.) microplus

Se recolectardén garrapatas adultas de bovinos previamente infectados con una
cepa susceptible de R. (B.) microplus, las cuales fueron proporcionadas por el
Centro Nacional de Servicios de Constatacion en Salud Animal (CENAPA),
ubicado en Jiutepec, Morelos, México; estas se incubaron durante un periodo de
dos semanas a 28°C y 80 % humedad relativa (H.R.); los huevos se recolectaron
en viales y se incubaron en las mismas condiciones. Después de 14 dias las

larvas eclosionadas seran adecuadas para el bioensayo.™

6.4.2 Prueba de Paquete Larvario (PPL)**
Se prepard una soluciéon estandar con 84.2 mg del compuesto a evaluar
disolviendo este en 25 mL de una disolucion 2:1 de tricloroetileno: aceite de oliva

extra virgen. Se prepararon diluciones al 1.0, 0.5, 0.25, 0.125 y 0.065 % de la
18



solucion estandar, empleando como disolvente una disolucion 2:1 de tricloro
etileno: aceite de oliva extra virgen. Se aplicaron 670 yL de cada concentracién en
un papel filtro (Whattman No 1, 10 x 12 cm). Después de aplicar cada solucion, se
dejé secando el papel por un tiempo de 30 min a temperatura ambiente. Con los
papeles impregnados, se prepararon sobres donde se colocaron 100 larvas de R
(B) microplus aproximadamente, los paquetes larvarios se incubaron por 24 horas
a 28°C y 80 % de H.R. De cada dilucion se realizaron seis repeticiones y se

incluyé un control negativo en cada experimento.>’

Posterior a la incubacion, se estimdé el porcentaje de mortalidad con la
cuantificacion de las larvas, con la ayuda de un microscopio estereoscopico y un
contador manual de laboratorio. El porcentaje de mortalidad fue corregido de

acuerdo a la férmula aplicada por Abbot (1925)."

Ecuacién 1. Formula de Abbot (1925)

Mortalidad= % Mortalidad tratada - % Mortalidad control X 100

100 - % Mortalidad control

6.4.3 Prueba de inmersién de larvas (PIL) %38

Se realizé una adaptacion de la técnica de Shaw (1966), se prepard una solucion
estandar con 10 mg del compuesto a evaluar disolviendo este en 50 mL de una
disolucion 1:10, etanol: agua. A partir de la solucion estandar se prepararon
diluciones de 100, 50, 25, 10 y 5 ppm, empleando como disolvente agua. Se
impregnan papeles filtros (Whattman No 1, 10 x 12 cm), con 5 mL de cada
diluciéon, se dejan 5 minutos y se retira el exceso de solucion con papel
adsorbente. Con los papeles impregnados, se prepararon sobres donde se
colocaron 100 larvas de R. (Boophilus) microplus, con ayuda de un pincel,
posteriormente fueron incubados los paquetes larvarios por 24 horas a 28°C y 80
% de humedad relativa. De cada dilucién se realizaron seis repeticiones y se
incluyé un control negativo en cada experimento.®” Posterior a la incubacion, se

estimo el porcentaje de mortalidad con la cuantificacion de las larvas, con la ayuda
19



de un microscopio estereoscopico y un contador manual de laboratorio. El
porcentaje de mortalidad fue corregido de acuerdo a la férmula aplicada por Abbot
(1925)."

6.4.4 Prueba de inmersion de adultas, PIA

Esta prueba es una adaptacion de la técnica descrita por Drummond (1973).37'42
Se prepararon diluciones de 250, 200, 150, 100 y 50 ppm, usando 1 mL de DMSO
(sulféxido de dimetilo) como co-disolvente, posteriormente se llevd a un volumen

de 25 mL con agua destilada.

En cada dilucion se sumergieron grupos de 10 hembras repletas (previamente
pesadas) durante 30 min. Las garrapatas fueron recuperadas de las soluciones, se
secaron y se pegaron con la superficie dorsal hacia abajo, empleando cinta de
doble cara, dejandolas en cajas Petri de plastico (5,5 cm de diametro, 1,5 cm de
alto) para su incubacion a 28°C, 80% de HR para completar el ciclo de vida. Al
concluir el periodo de oviposicion (14 dias aproximadamente). Se recolectaron y
pesaron los huevos en viales de vidrio tapados con algodoén, estos se incubaron
bajo las mismas condiciones que las garrapatas adultas, la tasa de eclosién se

ley6 después de 14 dias.

Con los datos obtenidos, se calcularon los porcentajes de: Reduccion de
oviposicion (% RO, Ecuacion 2), Tasa de eclosién (% T, Ecuacién 3), Tasa de
produccion de huevos (TPH, Ecuacién 4), Eficacia del tratamiento (E, Ecuacién
5).41

Ecuacion 2. Porcentaje de Reduccion de Oviposicion

%RO= Peso de huevos del control (g)- Peso de huevos de grupo tratado (g) X 100

Peso de huevos del control (g)
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Ecuacion 3. Porcentaje de Tasa de Eclosion

%TE= Tasa de eclosion del control- Tasa de eclosion de grupo tratado (g) X 100

Tasa de eclosion del control
Ecuacion 4. Porcentaje de Tasa de Produccién de Huevos

o, TPH= Peso de huevos(g) X 100

Peso hembras repletas (g)
Ecuacion 5. Porcentaje de Eficacia del Tratamiento

%E= TPH control - TPH del tratado X 100

TPH del tratado

6.5 Analisis estadistico

Todos los bioensayos in vitro (PPL, PIL y PIA), se realizaron por sextuplicado,
para determinar las desviaciones estandar de los % de mortalidad, %RO, %TE,
%TPH y % E. También se realizo un andlisis de varianza (ANOVA), para
determinar si hay una diferencia significativa entre los compuestos evaluados,
también se calculo la Concentracion Letal 50 (CLsp), mediante una regresién
Probit.
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7. Resultados

En este trabajo, TOMOCOMD-CARDD se empled para buscar compuestos con
actividad ixodicida, se llevo a cabo la representacién grafica en 2D de todas las
moléculas de las bases de datos (83 moléculas activas, 150 moléculas inactivas y
754 analogos de moléculas activas), se calcularon descriptores moleculares
bilineales  estocasticos basados en atomo (polarizabilidad atémica,
electronegatividad atomica de Mulliken, masa atémica, radio atomico de Van der
Waals, electronegatividad atémica de Pauling), con estos datos, se llevo a cabo el
analisis y procesamiento quimiométrico de los datos empleando el software de
WEKA para llevar a cabo las técnicas de clasificacion MLP, SMO, Regresion
Logistica, FT y LMT. Todas las técnicas se evaluaron mediante pruebas de

entrenamiento con promedios del 98 al 100% de clasificacién en cada técnica,

El estudio in silico arrojé 621 moléculas candidatas para ser estudiadas de las 754
moléculas analizadas. Solo se seleccionaron los analogos que fueron clasificados
por las 5 técnicas empleadas, considerando los criterios mencionados en el punto
6.3 (pagina 18). Después de hacer la revisién de las moléculas, se seleccionaron
analogos del carvacrol (acetato de carvacrol y éter metilico de carvacrol) y
analogos del acido salicilico (acido 2,5-dihidroxibenzoico, 2,5-dihidroxibenzoato de
metilo,  2,5-dihidroxibenzoato de  etilo, 2-(a,a’-dimetoximetil)fenol,  2-
metoxibenzoato de etilo y el alcohol 2-hidroxibencilico), también se consideraron
analogos de isomeros del acido salicilico, como el 4-hidroxibenzoato de metilo y 4-

hidroxibenzoato de n-propilo.

Carvacrol y analogos
El carvacrol es un monoterpeno extraido del aceite esencial del Origanum vulgare,

cuyas propiedades bactericidas,***° aall

anticancerigenas y como aditivo
alimentario,”® han sido estudiadas ampliamente. Coskun y col en 2008,*
evaluaron su actividad acaricida con larvas de Rhipicephalus turanicus, utilizando
carvacrol al 100% a las 6 h mostré una mortalidad del 100%. Sin embargo, no se

encontro reporte de que este se haya probado en R (B) microplus. Los ésteres y
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éteres de este monoterpeno, también han sido estudiados por su actividad
pesticida contra diferentes nematodos y hongos, entre estos estan el éter metilico

de carvacrol y el acetato de carvacrol (Figura 5).°°

Carvacrol

OMe

1 2

Figura 5. Analogos de carvacrol: acetato de carvacrol (1) y éter metilico de
carvacrol (2).

Acido Salicilico y analogos

El acido salicilico, es un B-hidroxi acido, empleado como analgésico, antipirético y
antiinflamatorio no esteroideo (AINEs);*! también se ha estudiado su participacion
en la resistencia a patdgenos en plantas,® Silveira y col en 2007, evaluaron su
actividad acaricida en Boophilus microplus, donde su porcentaje de mortalidad fue
casi nula, y empleando una concentracion del 0.5% se obtuvo una mortalidad del
1.08 + 1.55%. Los derivados del acido salicilico son de gran interés en la sintesis
de farmacos,” asi como algunos alquil ésteres de acidos fendlicos han sido
estudiados ampliamente ya que han presentado actividades biolégicas como
antioxidantes, antimicrobianas® y antibacteriales.®® Los analogos seleccionados
para ser sintetizados y evaluados in vitro son: el acido 2,5-dihidroxibenzoico, 2,5-
dihidroxibenzoato de metilo, 2,5-dihidroxibenzoato de etilo, 2-(a,a’-
dimetoximetil)fenol, 2-metoxibenzoato de etilo y el alcohol 2-hidroxibencilico
(Figura 6). También se consideraron analogos los isomeros del acido salicilico,

como el 4-hidroxibenzoato de metilo y 4-hidroxibenzoato de n-propilo (Figura 7).
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Figura 6. Analogos del acido salicilico: acido 2,5-dihidroxibenzoico (3), 2,5-
dihidroxibenzoato de metilo (4), 2,5-dihidroxibenzoato de etilo (5), 2-(a,a’-
dimetoximetil)fenol (6), 2-metoxibenzoato de etilo (7) y alcohol 2-hidroxibencilico

(8).

OH OH
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9 10

Figura 7. Analogos del isdmero del acido salicilico: 4-hidroxibenzoato de metilo (9)
y 4-hidroxibenzoato de n-propilo (10).

Sintesis y caracterizacion de compuestos seleccionados

El carvacrol (Sigma-Aldrich) y acido salicilico (J.T. Baker) fueron adquiridos
comercialmente. El alcohol 2-hidroxibencilico (8), fue proporcionado por el Dr.
Héctor Salgado Zamora obtenido por una técnica novo de reduccion. El analogo
acido 2, 5-dihidroxibenzoico (3), asi como los isémeros del acido salicilico: propil-
p-hidroxibenzoato de metilo (9) y metil-p-hidroxibenzoato de propilo (10) se

adquirieron comercialmente de Sigma-Aldrich.

Los analogos acetato de carvacrol (1), éter metilico de carvacrol (2), 2,5-

dihidroxibenzoato de metilo (4), 2,5-dihidroxibenzoato de etilo (5), 2-(a, ao'-

24



dimetoximetil) fenol (6), 2-metoxibenzoato de metilo (7), se prepararon como se
describe en la literatura.’”®" Todos los compuestos fueron purificados por columna
cromatografia y posteriormente se caracterizaron por IR (Espectrofotometro de
infrarrojo Perkin-Elmer, Spectrum BX, FT-IR System) y RMN (Resonancia
Magnética Nuclear, Varian 400 MHz).

Acetato de carvacrol (1): Se sintetiz6 bajo las condiciones reportadas por Briard
y col. en 2008.°" El compuesto fue aislado como un liquido @mbar con un
rendimiento del 79.86%; IR (CHCI3, cm™): 2959, 2928, 2866, 1761 (C=0), 1621,
1576, 1506, 1457. El espectro de "HNMR, corresponde a lo reportado por Ben
Arfa y col. en 2006.%’

Eter metilico de Carvacrol (2): Se sintetizo bajo las condiciones reportadas por
Pilyugin y col en 2004.°® Se obtuvo un liquido amarillo con un rendimiento del
83.17%; IR (CHCI3, cm™): 2955, 2924, 2867, 1610, 1583, 1511, 1462. El espectro

'HNMR concuerda con lo reportado por Ben Arfa y col en 2006.°’

2,5-dihidroxibenzoato de metilo (4): Se sintetizd bajo las condiciones reportadas
por Yan y col. en 2010.%° Se obtuvo un sélido blanco con un p.f de 85-87°C y un
rendimiento del 85.12%; IR (CHCIs, cm™): 3350 (-OH), 2950, 2919, 1678 (C=0),
1618, 1484, 1438. "THNMR (CDCl3, 400 MHz), & 3.9 (s, 3H, -CH3), 6.9-7.3 (m, 3H,
Ar-H), 10.3 (s, 2H, -OH); "*CNMR (CDCls, 75 MHz), & 170.2, 155.7, 147.7, 1241,
118.5, 114.7, 112.1, 52.4.

2,5-dihidroxibenzoato de etilo (5): Se sintetizé bajo las condiciones reportadas
por Yan vy col. en 2010.%° Se obtuvo un liquido ambar con un rendimiento del
41.52 %. IR (CHCIl3, cm™): 3350 (-OH), 2950, 2919, 1678 (C=0), 1618, 1484,
1438. "HNMR (CDCl3, 400 MHz), 5 1.4 (t, 3H, -CHa), 4.4 (q, 2H, -CHy-), 6.9-7.3 (m,
3H, Ar-H), 10.2 (s, 2H, -OH); "*CNMR (CDCls, 75 MHz) & 169.8, 155.8, 147.7,
123.9, 118.4, 114.7,112.4,61.5, 14.1.
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2-(a, a'-dimetoximetil) fenol (6): Para la obtencidn de este analogo, se sintetizo a
partir del 2-hidroxibenzaldehido. Primero se llevo a cabo la sintesis del
intermediario 2-acetoxibenzaldehido, esta se realiz6 de acuerdo a lo reportado
por Briard y col. en 2008.”” De este se obtuvo un liquido ambar con un
rendimiento del 90%; IR (CHCIls, cm™): 3060, 2857, 2857, 1752 (C=0), 1691, 1635,
1601, 1578. El espectro de 'HNMR es similar al reportado por Liable y col. en
2001.%" Después se sintetizd el 2-(a,a’-dimetoximetil)fenol (6), bajo las
condiciones reportadas por Liable y col. en 2001.%" Se obtuvo un liquido ambar
con un rendimiento del 88.56%. IR (CHCls cm™): 3350, 3052, 2938, 2835, 2351,
2049, 1926, 1803, 1657, 1641, 1619, 1578. El espectro 'HNMR, es similar a lo
reportado por Liable y col. en 2001.%"
de 79.70%.

se obtuvo un rendimiento global de reaccion

2-metoxibenzoato de metilo (7): Se sintetizd bajo las condiciones reportadas por
Yan y col. en 2010.%° Se obtuvo un aceite amarillo con un rendimiento del 59.15 %,
los espectros obtenidos de IR y "HNMR muestran sefiales similares a lo reportado

por Sher y col en 2007.>

Cabe mencionar que no se busco la optimizacion de ninguna de las técnicas
empleadas, sin embargo, los porcentajes obtenidos fueron de productos

purificados, para poder llevar a cabo los bioensayos.

Evaluaciéon de la actividad acaricida in vitro en larvas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus

Como ya se mencion0, existen dos técnicas de evaluacion in vitro en etapa
larvaria, la prueba de paquete larvario (PPL, compuestos liposolubles) y la prueba
de inmersion de larvas (PIL, compuestos hidrosolubles), el tipo de prueba
dependi6é de la solubilidad del compuesto a evaluar. Todos los compuestos se
evaluaron por sextuplicado, para el calculo de su desviacién estandar, asi como

llevara cabo el analisis estadistico correspondiente.

26



Los compuestos evaluados por PPL fueron: acetato de carvacrol (1), éter metilico
de carvacrol (2), 2,5-dihidroxibenzoato de metilo (4), 2,5-dihidroxibenzoato de etilo
(5), 2-(a, a'-dimetoximetil) fenol (6), 2-metoxibenzoato de metilo (7), también se
evaluo la actividad del carvacrol por esta técnica (Cuadro 2). Los compuestos
evaluados por PIL fueron: acido 2, 5-dihidroxibenzoico (3), alcohol 2-
hidroxibencilico (8), propil-p-hidroxibenzoato de metilo (9) y metil-p-
hidroxibenzoato de propilo (10), también se evalud la actividad del acido salicilico
en esta cepa, ya que lo resultados reportados por Silveira y col. en 2007, fueron
en garrapatas R (B) microplus de una granja de la localidad de Coronel Pacheco

en el Estado de Minas Gerais en Brasil (Cuadro 3).

Todos los compuestos evaluados presentaron actividad ixodicida en R. (B.)
microplus, siendo los analogos alcohol 2-hidroxibencilico (15.96+2.98, 8), 2-(a, a'-
dimetoximetil) fenol (26.29+2.46, 6), acido 2, 5-dihidroxibenzoico (27.6215.42, 3),
metil-p-hidroxibenzoato de propilo (34.14+4.33, 10), 2,5-dihidroxibenzoato de
metilo (46.49+0.78, 4), los analogos que presentaron % de mortalidad menores del
50%. Los compuestos que presentaron mayor % de mortalidad fueron, el acetato
de carvacrol (67.83+2.07, 1), éter metilico de carvacrol (71.69+1.57, 2), 2,5-
dihidroxibenzoato de etilo (89.14%1.61, 5), 2-metoxibenzoato de metilo
(91.921£1.66, 7) y propil-p-hidroxibenzoato de metilo (79.31+7,52, 9), el acido
salicilico (92.6216.17, Cuadro 3) y carvacrol (35.85+3.18, Cuadro 2), también

fueron evaluados en esta cepa.

Se realizo un analisis de varianza (ANOVA), y se encontré una diferencia
significativa entre los compuestos 1 y 2 con respecto a la actividad del carvacrol,
sus analogos fueron mas activos que este, los compuestos 5y 7, no presentaron
una diferencia contra el acido salicilico, sin embargo los resultados que se
obtuvieron en la cepa proporcionada por el CENAPA, no son similares a lo
reportado por Silveira y col. en 2007, en esta cepa el acido salicilico, fue casi
inactivo, esto tal vez puede ser, porque la cepa de la localidad de Coronel

Pacheco en el Estado de Minas Gerais en Brasil, sea una cepa resistente.
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Los compuestos 1, 2, 5, 7 y 9 no presentaron diferencia significativa entre sus
actividades; sin embargo, comparada con los compuestos 8, 6, 3, 10 y 4 si hay
diferencia entre sus % de mortalidad. Para determinar su concentracién letal 50
(CLsp), se llevdo a cabo la conversion de las concentraciones porcentuale a
micromoles sobre mililitro (UM/mL), y esta se calcul6 mediante una regresiéon
Probit (Cuadro 4).

Los compuestos que presentaron una CLsp menor a 10 yM/mL, se consideraron
para ser evaluados en garrapata adulta (PIA), ya que de acuerdo la literatura estos
los compuestos pueden ser considerados en estudios in vivo, en este caso el
acetato de carvacrol (5.10 uM/mL, 1), éter metilico de carvacrol (6.00 uM/mL, 2),
2,5-dihidroxibenzoato de etilo (2.04 uM/mL, 5) y el 2-metoxibenzoato de metilo

(0.91 yM/mL, 7), siendo este ultimo el mas potente.

El carvacrol tiene una CLsy de 59.72 yM/mL, comparado con las CLsy de sus
analogos, estos resultaron mas activos y potentes, realizando un analisis
estructural, ambos tienen protegido el grupo hidroxilo, el compuesto 1 con un
grupo acetil (-OAc) y el 2 con la formacién de un éter metilico (-OMe). Entre estos,
no hay diferencia significativa en su actividad. Estos grupos incrementan la
polarizabilidad de la molécula, empleando el programa de ACDLabs se calculé el
valor de polarizabilidad (a) de cada compuesto (Cuadro 5), la cual esta ligada a
liposolubilidad de la molécula, lo que facilita su difusiéon a través de las
membranas, el carvacrol tiene un valor de 18.68 + 0.5 x10* cm?®, el compuesto 1
de 20.59 + 0.5 x10% cm® y el 2 de 22.43 + 0.5 x10** cm®.

Comparando al acido salicilico con sus analogos mas activos, al acido salicilico
tiene un grupo de acido carboxilico y un grupo hidroxi (—-OH) en orto, su
polarizabilidad calculada fue de 13.90+ 0.5 x10** cm®. Sin embargo, no se logro
calcular su CLsp, ya que a concentraciones menores 0.25%, no hubo mortalidad,

por lo que los datos fueron insuficientes. El analogo 7 del acido presenta los dos
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grupos derivatizados, el acido carboxilico a éster etilico y el grupo hidroxi a un éter
metilico. Con estas modificaciones estructurales se incremento su polarizabilidad a
19.55+ 0.5 x10?* cm®y fue el compuesto mas potente con la CLsy de 0.91 uM/mL.
El compuesto 5 presenta el acido carboxilico derivatizado a éster etilico y dos
grupos —OH en posiciones 2 y 5, el valor de polarizabilidad calculado fue de 18.40
+ 0.5 x10? cm® y su CLso fue de 2.04 uM/mL. Estos sustituyentes incrementaron
su actividad con respecto a los demas compuestos que tenian grupos hidroxilos
libres o derivatizados en éteres metilicos y los compuestos con grupos de acidos
carboxilicos libres o derivatizados en esteres metilicos, mostraron menos actividad

ixodicida.

Sin embargo, se realizd una correlacion de Pearson, entre la polarizabilidad y la
actividad acaricida (CLsg), donde no se encontré una relacion entre estas
variables, es decir en este estudio la regla de 5 de Lipinski ®2 no se aplica en este

aspecto.

Los compuestos mas potentes fueron evaluados en garrapatas adultas (PIA), en
este caso los compuestos acetato de carvacrol (1), éter metilico de carvacrol (2),
2,5-dihidroxibenzoato de etilo (5), 2-metoxibenzoato de metilo (7), con los datos
recopilados se calcularon los porcentajes de: Reduccion de oviposicion (% RO,
Ecuacién 2), Tasa de eclosion (% T, Ecuacién 3), Tasa de produccion de huevos
(TPH, Ecuacioén 4), Eficacia del tratamiento (E, Ecuacién 5), cabe mencionar que
aunque el carvacrol® y acido salicilico*® ya han sido evaluadas sobre R. (B.)
microplus en etapa larvaria. No hay informes de evaluacion sobre la garrapata
adulta de esta especie; por lo tanto, se evalud su actividad acaricida en esta etapa

del ciclo de vida de R. (B.) microplus.

Todos los compuestos presentaron un %RO (Cuadro 6), similar en cada una de
las diluciones. Al realizar el ANOVA, no se encontré diferencia significativa entre
los analogos, este comportamiento fue similar en los valores de %TE (Cuadro 7) y
%E (Cuadro 8). Los % de RO, TE y E del acido salicilico y carvacrol, fueron los

mas bajos, en comparacion con sus analogos. Al realizar el ANOVA
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correspondiente se encontré que si hay una diferencia significativa entre la

actividad de los analogos y éstos.

Todos los compuestos evaluados presentaron mayor actividad acaricida en la
etapa de larva en comparacion con la etapa adulta de R. (B.) microplus. El 2-
metoxibenzoato de etilo (7) y 2,5-dihidroxibenzoato de etilo (5), fueron los
compuestos mas potentes y por tanto los mejores candidatos para continuar su

estudio in vivo.

Como parte de la difusion de esta investigacion, se participé en 2 congresos
internacionales, 5 congresos nacionales y 3 ponencias nacionales. Con la
publicacién de un articulo en Experimental and Applied Acarology, en Marzo del
2013: In vitro assessment of the acaricidal activity of computer-selected
analogues of carvacrol and salicylic acid on Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, en el No 61 (2), pp 251-257, doi: 10.1007/s10493-013-9688-4, con

factor de impacto de 1.85, Anexo 1.

También se envié un manuscrito, a la revista Veterinary Parasitology con factor
de impacto de 2.611, Assessment and determination of LC5y of carvacrol and
salicylic acid analogues with acaricide activity in larvae and adult ticks of
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, enviado el 30 de Mayo del 2014, con No
Vetpar-D-14-8416, Anexo 2.
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Cuadro 4. CLs, (umol/mL) de compuestos evaluados in vitro

Compuesto CL;; (pmol/mL)
Carvacrol 99.72
Acetato de carvacrol (1) 5.10
Eter metilico de carvacrol (2) 6.00
Acido salicilico *E
Acido 2,5-dihidroxibenzoico (3) 35.69
2,5-dihidroxibenzoato de metilo (4) 30.32
2,5-dihidroxibenzoato de etilo (5) 2.04
2-(a,a’-dimetoximetil)fenol (6) 333.13
2-metoxibenzoato de etilo (7) 0.91
Alcohol 2-hidroxibencilico (8) b
4-hidroxibenzoato de metilo (9) 11.61
4-hidroxibenzoato de n-propilo (10) *

**No se calculo (Datos insuficientes)
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Cuadro 5. Concentraciones Letales 50, valores de Polarizabilidad y Peso
Molecular (PM) de cada compuesto evaluado en larvas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus in vitro.

Compuesto (g;anl:ll) Polarizabilidad (a) CLs (umol/mL)

Carvacrol 150 18.68 + 0.5 x10** cm® 59.72
Acetato de carvacrol (1) 192 20.59 + 0.5 x10* cm® 5.10
Eter metilico de carvacrol (2) 164 2243 +0.5x10% cm® 6.00
Acido salicilico 138 13.90 £ 0.5 x10* cm’® **
Acido 2,5-dihidroxibenzoico (3) 155 14.64 £ 0.5 x10* cm® 35.69
2,5-dihidroxibenzoato de metilo (4) 169 16.56 + 0.5 x10** cm® 30.32
2,5-dihidroxibenzoato de etilo (5) 183 18.40 + 0.5 x10** cm’® 2.04
2-(a,a’-dimetoximetil)fenol (6) 168 18.16 + 0.5 x10** cm® 333.13
2-metoxibenzoato de etilo (7) 180 19.55 + 0.5 x10** cm® 0.91
Alcohol 2-hidroxibencilico (8) 124 13.71 £ 0.5 x10* cm® w
4-hidroxibenzoato de metilo (9) 152 15.82 + 0.5 x10** cm® 11.61
4-hidroxibenzoato de n-propilo (10) 180 19.49+ 0.5 x10% cm’ o

**No se puede calcular (datos insuficientes)
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8. Conclusiones

Se llevé a cabo el cribado in silico empleando los software TOMOCOMD-CARDD
y WEKA, en busca de nuevos compuestos con actividad ixodicida. Las técnicas
de clasificacion fueron efectivas en rangos del 98 al 100%. En funcién a este
estudio, se seleccionaron los analogos de carvacrol y acido salicilico, también se

consideraron analogos de isémeros del acido salicilico.

Los analogos acetato de carvacrol (1), éter metilico de carvacrol (2), 2,5-
dihidroxibenzoato de metilo (4), 2,5-dihidroxibenzoato de etilo (5), 2-(a, d'-
dimetoximetil) fenol (6), 2-metoxibenzoato de metilo (7), se prepararon como se
describe en la literatura, y fueron purificados y caracterizados por IR y RMN. Los

demas compuestos fueron adquiridos comercialmente.

Todos los compuestos evaluados presentaron actividad ixodicida en R. (B.)
microplus, siendo los analogos 3, 4, 8, 6 y 10, los analogos que presentaron % de
mortalidad menores al 50%. Los compuestos que presentaron mayor % de
mortalidad fueron, el acetato de carvacrol (1), éter metilico de carvacrol (2), 2,5-
dihidroxibenzoato de etilo (5), 2-metoxibenzoato de metilo (7) y propil-p-
hidroxibenzoato de metilo (9), el acido salicilico y carvacrol, también fueron

evaluados en esta cepa.

Se encontré una diferencia significativa entre la actividad del carvacrol y sus
analogos, siendo el acetato de carvacrol (1) y el éter metilico de carvacrol (2) mas

activos que este.

Los analogos acido salicilico el 2,5-dihidroxibenzoato de etilo (5) y 2-
metoxibenzoato de metilo (7), no presentaron una diferencia significativa contra la
actividad ixodicida que presento el acido salicilico. Siendo el compuesto -

metoxibenzoato de metilo (7) el mas potente.
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Se evaluaron en garrapata adulta (PIA), el acetato de carvacrol (1), éter metilico
de carvacrol (2), 2,5-dihidroxibenzoato de etilo (5), 2-metoxibenzoato de metilo (7),
todos los compuestos presentaron un %RO, similar en cada una de las diluciones
al realizar la ANOVA no se encontré diferencia significativa entre los analogos,
este comportamiento fue similar en los valores de %TE y %E. Los % de RO, TE y
E del acido salicilico y carvacrol, fueron menos activos, en comparacién con sus
analogos, al realizar la ANOVA correspondiente se encontro que si hay una

diferencia significativa entre la actividad de los analogos y éstos.

Todos los compuestos evaluados presentaron mayor actividad acaricida en la
etapa de larvaria en comparacion con la etapa adulta de R. (B.) microplus, el 2-
metoxibenzoato de etilo (7) y 2,5-dihidroxibenzoato de etilo (5), presentaron los
mejores resultados de actividad ixodicida, por lo cual son candidatos para

continuar su estudio in vivo.
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Abstract Rhipicephalus (Beophilus ) microplus is a tick that causes huge economic losses
in cattle. The indiscriminate use of acaricides has generated resistance to most compounds
present on the market This makes further investigation on other potential acaricides
necessary, the in silico assay being an alternative to the design of new compounds. In the
present study a biosilico assay was performed using TOMOCOMD-CARDD (TOpological
MOlecular COMputer Design-Computer-Aided Rational Drug Design) and WEKA
{Waikato Environment for Knowledge Analysis) software. Two carvacrol and four sali-
cylic acid derivatives. synthesized by conventional methods and evaluated with the larval
packet test on larvae of B (B.) microplus were selected. All evaluated compounds pre-
sented acaricidal activity; however. ethyl 2-methoxybenzoate (91.8 + 1.7 % monality)
and ethyl 2 5-dihydroxybenzoate (89.1 + 1.6 % mortality) showed greater activity than
salicylic acid. With regard to the carvacrol analogues, carvacrol acetate (678 £ 2.1 %
mortality) and carvacrol methyl ether (71.7 = 1.6 % monality) also showed greater
activity than carvacrol (359 + 32 % morality). TOMOCOMD-CARDD and WEKA
software were helpful tools in the search for alternative structures with potential acaricidal
activity on R. (B.) microplus.
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Introduction

Rhipicephalus ( Boophilus) microplus is one of the main ectoparasites of cattle in tropical
and subtropical regions in the world (Borges et al. 2011}, prodocing a negative economic
impact on account of damages to the skin caused directly by blood loss and the decrease in
productive parameters and indirectly by transmitted etiological agents (Alonso et al. 2006).
Although there are different methods to control this parasite, treatment with different
acaricides compounds such as organophosphates. pyrethroids, amidines, endectocides,
phenyl pyrazolones and growth inhibitors. has capsed R (B} microplus to generate
resistance o practically most of the acaricides present on the market. This makes the
desizn of new acaricides. necessary spch as in silico assays (computer aided stndies). a new
alternative in the selection of compounds wsing QSAR (Quantitative Structure—Activity
Relationship) models. Employing TOMOCOMD-CARDD (Topological Molecular Com-
puter Design-Computer-Aided Rational Drug Design) software (Marrero 2002). many in
silico assays take place, thus facilitating the discovery of several active compounds for the
ireatment of diseases of important social impact such as: malaria (Marrero et al. 2005a, b;
Montero et al. 2006), trichomonosis (Marrero et al. 2003¢, Meneses et al. 2005), Chagas
disease (Montero et al. 2005; Vega et al. 2006), helmintiasis (Mamero et al. 20054, 2004)
and cancer (Casafiola et al. 2006). Because of the good results obtained with TOMO-
COMD-CARDD, it was decided to uwse the software supporied on the WEKA (Waikato
Environment for Knowledge Analysis) software version 3.6.3 for the analysis and chem-
iometrical processing of data in an in silico assay in search of new acaricides.

Carvacrol is a monoterpene extracted from the essential oil of Origanum vulgare; its
bactericide properties {Du et al. 2008; i Pasqua et al. 2007; Cnstani et al. 2007; Ben Arfa
et al 2006), anticancer properties (Yin et al. 2012: Jayakumar et al. 2012) and food
additive properties {Ultee and Smid 2001) have been studied. It has also been evaluated for
acaricidal activity with Rhipicephalus mwranicus (Coskun et al. 2008). Salicylic acid is a
B-hydroxy acid used as a nonsteroidal analgesic, anti-inflammatory and antipyretic agent
(NSAIDS) (Mackowiak 2000; Sher et al. 2007): its involvement in pathogen resistance on
plants has also been evaluated (Rangel et al. 2010). Silveira et al. in 2007, studied its
acancidal activity in R. (B. ) microplus where the percentage of mornality was almost null.

The purpose of this study was to evaluate the acaricide activity of carvacrol analogues
{carvacrol acetate and carvacrol methyl ether) as well as salicylic acid analogues {ethyl 2,
S-dihydroxybenzoate. methyl 25-dihydroxybenzoate. 2-(m.u -dimethoxymethyl)phenol
and ethyl 2-methoxybenzoate). (Fig. 1), selecied by the in silico assay.

Materials and methods

Employing TOMOCOMD-CARDD software a 2D in silico assay was performed. soch
assay threw the candidate molecules with acaracidal activity were carvacrol and salicylic
acid analogues. Carvacrol and salicylic acid were purchased from Aldrich Chemical and
LT. Baker, respectively. Carvacrol and salicylic acid analogues were prepared as described
in literature (Briard et al. 2008, Pilyngin et al. 2004: Yan et al. 2010; Liable et al. 2001;
Ben Afra et al. 2006) (see Fig_ 1).
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Fig. 1 Carvacrol (1) snaloguss: carvacrol acetate (2) and carvacrol methyl ether (3) Salicylic acid (4)
amalognes: methyl 2 5-dihydroxybenzoate (5), ethyl 2 5-dihydroxybenzoate (6). cthyl 2-methoxybenroate
(7). 24z dmmethoxymethyliphenol (3)

Obtaining larvae of Rhipicephalus (B.) microplis

Agdult ticks from cattle previously infected with a susceptible strain of R. (B.) micropius
were kindly donated by the Centro Nacional de Servicios de Constatacion en Salud Animal
(CENAPA) located in Jiotepec, Morelos, Mexico, incubated for a two-week period at
28 °C and 80 % relative homidity: the eggs were then collected in vials and incubated
under the same conditions. Afiter 14 days the hatched larvae were suitable for the bioassay.

Bicassay (larval packet test)

Dilutions of each compound were prepared at concentrations of 1.0, 0.5, 0.25, 0.125 and
0.0625 % (wiv) using trichloroethylene and extra virgin olive oil 2:1. 670 pl for each
concentration were applied in a filter paper (Whatiman No. 1, 10 x 12 cm). Once the
solution was applied, the paper was left to dry for 30 min at room temperature. With the
impregnated papers, envelopes were made in which approximately 100 larvae of R. (B.)
microplus were placed. Afierwards the packages were incubated for 24 h at 28 °C and
80 % of relative homidity. From each solution six repetitions were carried out and a
negative control was incloded in every experiment {Ducomez et al. 2005).

Afier incubation, the percentage of mortality was estimated with the larvae qoantfi-
cation with the aid of a stereoscopic microscope and a manual laboratory counter.

The percentage of mortality was comected according to the formula applied by Abbot
(1925) (Bravo et al. 2008).

(% treated mortality — % control mﬂﬂﬂfﬂﬂ) x 100

Mortality =
ey ( 100 — % control mortaliry
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Statistical analysis

Medial and standard deviation of the percentase of mortality corrected by the formula
mentioned above was calculated. An independent sample T test was conducted to deter-
mine which of the analogues had the best acaricide activity, as well as a comparison with
carvacrol and salicylic acid respectively.

Resulis and discussion

From the in silico assay TOMOCOMD-CARDD and WEKA softwares were employed by
means of data base of 621 possible molecules out of 754 analyzed molecules, and under the
criteria described above carvacrol and salicylic acid analogues were selected. In a study
conducted by Coskon et al. in 2008, related to the acaricide acuvity of carvacrol on R
niranfcus. they reponed that pure carvacrod within 6 h presented a mormality of 100 %
However. no report has been found concerning the assessment of acancidal activity of this
compound on R. (B} microplus; therefore, it was necessary for us to evaloate the carvacrol
acaricidal activity on this strain. We found an acaricide activity of 35.85 + 3.18 % of
mortality at a conceniration of 1 % {wiv) (Table 1).

The T test demonstrated that carvacrol acetate as well as carvacrol methyl ether pre-
semted greater activity than carvacrol, although no other significant difference was found
between these two analogues.

Silveira et al in 2007 evaluated the acaricide activity of salicylic acid on R. (B.)
microplus whoss mortality percentage was almost null at a concentration of 0.5 % (wiv);
however. all the selected analogues from the in silico assay, presented greater activity than
salicylic acid (Table 2).

The T test demonstrated that ethyl 25-dibydroxybenzoate as well as ethyl
2-methoxybenzoate presented greater activity with no significant difference between these
modecules.

Ethyl 2 5S-dihydrmoxybenzoate. ethyl 2-methoxybenzoate and the carvacrol analogoes
{carvacrol acetate and carvacrol methyl ether) were then compared with no significant
difference found on the acaricide activity of such molecules. These resulis demonstrate that
in silico assays based on QSAR models are a wseful tool for the development of new
potential acaricides.

It is important to highlight that since the results obtained under in vitro conditions are
promisoriably accepiable. probes under in vivo conditions (cattle) are required to evaluate
different formulations and concentrations. Further smdies need to be conducted o deter-
mine the real potential of the selected molecules in the present paper.

Table 1 Effect of carvacrol and its emalogues on Rhipicephalion (B.) microplas larvee in vitro (% montaliny )

Conc_ (%) Carvescm] Carvacmn] acetale Carvacm] meiby]l ether
1 J585 =318 6T.83 = 207 TIEY £ 157
050 3155 =330 4677 £ 165 5941 = 164
0250 ITIS 395 4542 = 026 5706+ 182
0125 M+ 313 4638 + 032 3120 = 241
L0625 1452 =328 3648 = 1.90 1756 + 3.18
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Table 2 Effect of salicylic acid analogues on Rhiipicephalus (B_j microplis birvae in viire (% mortality )

Cone  Sabieyhie Methyl 2. Exhyl 2, Exhyl Il -

(%) acud” Sedhbydronybenroate  S-dihydmosybenmte  2-methoaybensoale  dimetho vvmsethy] iphenot
1 ] 4649 = 078 914 = L&l 91.E1 £ 166 2620 + 146

0s 108 + 155 4390 + (.6l T3 = 482 E0.67 = 046 2192 + T

ors Ol + 105  3E46 + (059 6630 = LA&3 HIEl = 159 1638 = .80

LN fea 1] 46+ 148 4469 = 036 T337 + 165 1312 = 1.03

Lili ead 4] Z161 + 509 449 = 113 46,98 + 1L69 102 = 0LI3

* Resnlts reporied by Sthvesra el al. i (2007)

Conclusion

TOMOCOMD-CARDD and WEKA software was a helpful ool in the search for alter-
native structures with potential acaricidal activity on K. (B.) microplus. Derivatives of
carvacrol and salicylic acid: ethyl 2 5-dihydroxybenzoate, ethyl 2-methoxybenzoate, car-
vacrol acetate and carvacrol methyl ether. obtained from the in silico assay showed higher
acaricidal than did the parent structures.
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10.2 Anexo Il, Manuscrito Enviado

Assessment and determination of LCs; of carvacrol and salicylic acid
analogues with acaricide activity in larvae and adult ticks of Rhipicephalus
(Boophilus) microplus

Concepcion Ramirez L." 2, Froylan Ibarra V.", Herminia |. Pérez M.*, Norberto
Manjarrez A °, Héctor J. Salgado Z*, Lucia Ortega C.°

Eﬁ;&?narua (Boophilus) micropius is a tick that causes huge economic losses in
cattle. The indiscriminate use of acaricides has generated resistance to most
compounds present on the market. Carvacrol and salicylic acid have been widely
studied for their biological activities and have been evaluated in different strains of
Rhipicephalus. This makes further investigation on other potential acaricides
necessary. In the present research, carvacrol analogues were selected (carvacrol
methyl ether (1) and carvacrol acetate (2) ), as well as salicylic acid analogues
(2,5-dihydroxybenzoic acid (3), ethyl 2 5-dihydroxybenzoate (4). methyl 2.5-
dihydroxybenzoate  (5), 2-(a, o'-dimethoxymethyl)phencl (6), ethyl 2-
methoxybenzoate (7) and alcohol 2-hydroxybenzyl (8)). Isomers of salicylic acid
such as propyl p-hydroxybenzoate (9) methyl p-hydroxybenzoate (10) were also
considered to assess their acaricide activity in vitro.

Keywords
Rhipicephaius (Boophilus) micropius, Acaricidal activity, Carvacrol, Salicylic acid

Introduction

R. (B.) micropius is one of the main ectoparasites of cattle in tropical and
subtropical regions in the world (Borges et al. 2011). The exportation of cattle to
the United States is an economically important aclivity reagarding Mexican
livestock, since it generates foreign exchange at about $ 700 million USD annually
(Gonzalez et al. 2012). In Mexico, this tick causes huge economic losses in the
livestock sector of approximately 48 million dollars because of direct damage to the
skin by the action of bites, blood loss and indirect damage by the transmission of
the etiological agent, thus decreasing production and causing cost parameters for
the control of these parasites such as: Anaplasma marginale, Anaplasma cenfrale,
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Babesia bigemina, Babesia bovis, Borrelia theileri. (Alonso et al. 2006, Rosarlo et
al. 2011).

Since the indiscriminate use of acaricides has caused R. (B.) micropius to create
resistance to most acaricides available, it is necessary to find new compeounds with
acaricide activity, Carvacrol (Du et al. 2008; Di Pasqua et al. 2007, Cristani et al.
2007, Yin et al. 2012, Jayakurrar et al. 2012, Ultee et al. 2001) and salicylic acid
(Rangel et al. 2010, Mackowiak 2000) have been studied extensively for their
blological activities and have been evaluated in different strains of Rhipicephalus
{Coskun et al. 2008; Silveira et al. 2007). In a previous study acarcidal activity was
assessed with carvacrol analogues (carvacrol methyl ether (1) and carvacrol
acetate (2)) as well as salicylic acid analogues (ethyl 2 5-dihydroxybenzoate (4),
methyl 2 5-dihydroxybenzoate (8), 2-(a,a"-dimethoxymethyl)phenol (6) and ethyl 2-
methoxybenzoate (7); these compounds were evaluated by the larval packet test
(Ducornez et al. 2005), where ethyl 2-methoxybenzoate (7, 91.8 £ 1.7% mortality),
ethyl 2 5-dihydroxybenzoate (4 89.1 + 1.6% mortality), carvacrol methyl ether (1,
71.7 + 1.6% mortality) and carvacrol acetate (2, 67.8 £ 2. 1% mortality) had the
highest acaricidal activity (Ramirez et al. 2013),

To complement this study, two more salicylic acid anaogues (2, 5-
dihydroxybenzoic acid (3) and alcohol 2-hydroxybenzyl (8)), as well as two isomers
{propyl p-hydroxybenzoate (9) and methyl p-hydroxybenzoate (10)) were analyzed
to determine the mortality rate; and the Lethal Concentration 50 (LCgsp) of all
compounds were determined in order to assess the most potent compounds, then
they were evaluated on the adut tick of R. (B.) microplus.

Materials and methods

Carvacrol, salicylic acid and 2, s-dihydroxybenzoic acid (3) were purchased from
Aldrich Chemical and J.T. Eaker, respectively. Carvacrol and salicylic acid
analogues (carvacrol methyl ether (1), carvacrol acefate (2), ethyl 2,5-
dihydroxybenzoate (4), methyl 2 5-dihydroxybenzoate (§), 2-(o, o-
dimethoxymethyliphenol (8), ethyl 2-methoxybenzoate (7)) were prepared as
described in the literature (Briard et al. 2008, Pilyugin et al. 2004, Yan et al. 2010;
Liable et al. 2001, Ben Afra et al. 2006). Alcohol 2-hydroxybenzyl (8) was provided
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by Ph Héctor J. Salgado Z. obtained by a Novo technigue, and isomers of salicylic
acid, propyl p-hydroxybenzoate (9) and methyl p-hydroxybenzoate (10) were
purchased from Aldrich Chemical.

Obtaining larvae of Rhipicephalus (B.) microplus

Adult ticks from cattle previously infected with a susceptible strain of R. (B.)
microplus were donated by the Centro Nacional de Servicios de Constatacion en
Salud Animal (CENAPA) located in Jiutepec, Morelos, México, they were
incubated for a two-week period at 28°C and 80 % relative humidity, the eggs were
then collected in vials and incubated under the same conditions. After 14 days the
hatched larvae were suitable for the bioassay (Bravo et al. 2008).

Bioassay (Larval immersion test, LIT)
A standard solution was prepared by dissolving 84.2 mg of the compound in 2 mL
of ethanol, subsequently brought to a volume of 25 mL with distilled water. Serial
dilutions were prepared at 1.0, 0.5, 0.25, 0.125 and 0.065% of the standard
solution, using distilled water as a solvent. Solutions were applied on filter paper
(Whattman No. 1, 10 x 12 cm), the paper was allowed to dry for a period of 30 min
at room temperature; afterwards the papers were bent to form envelopes. 100
larvae of R. (B.) microplus were placed inside the envelope with a brush; then
larval packages were incubated for 24 hours at 28°C and B0 % relative humidity.
The experiment was carried out with six replicates for each dilution, a negative
control being used. After the 24 hour period, the dead larvae were quantified and
mortality rate was calculated, with the aid of a stereoscopic microscope and a
laboratory manual counter. Later on the mortality rate was corrected according to
the formula applied by Abbaot (1925) (Bravoj et al. 2008; Sabatini et al. 2001).

. s . U tast mortality — Y contral mortality -
Curreviet] 3 muriulily — - !
100 = % control meriality
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Bioassay (Adult inmersion test, AIT)

The following protocol was modified from an earlier test described by Drummond
(1973) (Sabatini et al. 2001; White et al. 2004; Cutullé et al. 2013),

Serial dilutions were prepared at 250, 200, 150, 100 and 50 ppm, using 1mL of
DMSO (dimethyl sulfoxide) as a co-solvent which was subsequently brought fo a
volume of 25 mL with distilled water.

A group of 10 engorged females were weighed and immersed for 30 min in the
dilution. Ticks were recovered from the solutions, dried and stuck dorsal surface
down on double sided tape on the perforated lid of a plastic Pefri dish (5.5 cm
diameter, 1.5 cm high). The eggs fell idown to the base of the Petri dish, thus
facilitating their collection. The holes in the lid provided air circulation and the Petri
dishes were incubated at 28°C, 80% RH to complete the life cycle. At the end of
oviposition (14 days), the eggs were weighed and transferred to adapted plastic
syringes, identified and sealed with cotton. The eggs were put back into the
incubator under the same conditions for larval hatching. The hatching rate was
read after 14 days and the data obtained were used to determine the percentage of
the reduction of oviposition (% OR) and hatching (% HR) as described by
Domingues et al. in 2013, as well as the egg production rate (EPR) to calculate
the treatment efficacy (E), according to Drummond et al. {(1573).

mann '.1.'c:3i1‘.‘ r:lf en s in rontrals lvr,l — Mean 11':1:5'11& nfcg_g:: in treatad groups :g.-
OR = - —_— x100
mean weight af egge in controls (g

hatching rate in controls = hatching rate in treated proup
= X

HE 100

.|::1t::-::?|1|_:,| rate i contrals

weicht of soos ta)

- ;

EFR = r | \"r =100
weight of females {g)

_ EPR control = EPR trented e
B = & i
EPR contrals
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Statistical Analysis
The mean % and comrected mortality rate using Abbot's formula and its standard

dewviation was calculated. Lethal concentration 50 (LCsp) was calculated by using a
Probit regression. Regarding AIT, all tests were performed in triplicate, and onily
the media and standard deviation wre reported; a one-way ANOVA was performed
and i significant differences were detected a Dunnett test was performed.

Results and discussion
The acaricide activityof salicylic acid analogues and isomers in R (B.) micropius

larvae was evaluated, employing the LIT technigue. (Table 1)

Table 1 Effect of salicylic acid and itz analogues on B (B.) microplus larvae in vitro (% mortalicy) by
LIT

Cinc. 2 i-dibyeronybenzmc alcabol 2- ooyl p- methyi -
" Salicyhe aod mcid oy henyyl hydroybemroans bydmoxyt=nzoaes
(%) @) (8) ) an
1 0262517 2762542 15052298 34 12=433 TB31=752
[ 12 BE=] 32 13 88=3 06 1E0=0TE 10.71=1 28 4947734
025 ) 2 1E=02= 4 0 15.50=287
0125 ] a 0 0 4312110
n.og2= o o 0 0 1.18=04n

Where the ANOVA gave an F value of 0.91, no significant differences between the
salicylic acid analogues were indicated.

With the resuits obtained in the previous study (Ramirez et al. 2013), the LCs; was
calculated with a probit regression of all compounds tested in larval R (B)
microplus.
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Tahle 2, CL:p of each cnmpunnﬂ evaluated in larvae R, (B} mlcraphl: i vitro.

Compuesto " CLs (ymol/mL)

Carvacrol 39.12
carvacrel methyl ather (1) 6.00
carvacrol acetate (1) 5.01
Salicylic acid ' *
2. 5-dibydronybenzoie acid (3) 35.68
ethyl 2, 5-dihydroxybenzoate (4)| 2.04
methyl 2 5-dihvdroxybenzoate (5) I ip32
2 - (o, o' -dhimethoxymethyl) phenol (6) 333.13
athyl 2-mathoxybenzoate (7] 0.9]
aleohol 2-hydioxvbenzyl (8) L
propyl prhydroxybenzoats (9) 2]
methyl p-hydroxvbenzoats (10) 11.61

#* Cannot compute (insufficient data)

As can be seen in Table 2, ethyl 2-methoxybenzoate (7) was the most potent
compound followed by ethyl 2 5-dihydroxybenzoate (4), carvacrol acetate (2) and
carvacrol methyl ether (1), while 2-(a, a-dimethoxymethyl)phenol was the least
potent The first 4 compounds were submitted for evaluation with the AIT.

With the recopilated data of the selected compounds, parameters such as
ovoposition reduction (OR, Table 3), hatching inhibition rate (HR, Table 4) and
efficacy (E, Table 5) were determined

Although carvacrol (Ramirez et al. 2013) and salicylic acid (Silveira et al. 2007)
have already been evaluated on R. (B.) micropius larvae, there are no reports of
evaluation on adult tick in this species; therefore, acaracidal activity on this stage of
life cycle of R. (B.) micropius was evaluated.
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Table 2. hean results for ovoposition reduction (OR), of carvacral, salicvlic acid and asalogues

carvneTol

Cone. - Salicylic carvacral athyl 2,5- gthyl 2-
FpmmL ATl acid mmﬁjahar acemte (1) dibydrowvbenzoats (1) methosybenzoas {7)
g
pE] 1571 308 | -1.36=319 | 087 | (4 25800, 07 16 56 07 17 001 50
1M 648426 [ -189=008 | 2330: |12 242300 1] 45=3.01 24,602 64
180 002143 1] 0557 0= 189 1130 52 14,0243 398 22 330891
1 0.00=136 | -B762203 | 1603= 30§ 6 B5a0.49 7.20a3.20 13,912 43
] Q62=]12] [ 7272730 | 11.03= 139 134a] 57 §.20u02 11.210 58
Table 4. Mean vesults for hatching inbibition rate (HR), of carvacrol, salicylic acid and analogues
Cone. , Salieylie carvacrol eapvaczal eyl 2,5 eyl 2
ppz/mL Fape acid [ﬂlﬂl;l!mﬂhﬂ' acetate (1) dibpdresyvbenzoate (1) methouybenzazts (T)
L'l )
250 7052037 [ 708=171 11002042 [ 10.85=047 15502107 13 5280 75
1 8107140 | 4102230 11 ¢5=013 0 18=0 51 1] 20=] 41 10,8420 80
151 6.03=] 07 | Ea0eiil 03038 [ 775062 11205 LEI=0 73
T S.M] 16 | 3o0] 3] 0 (3=] 08 6. 71=0.81 010,85 8112050
1] 0260238 | 033021 §.:0=0.74 6 .03=0 84 . 43=0.07 6.81=0.40

Table &, Mean results fo

r acaricidal efficacy porcen

tage (E), of carvacrol, zalicylic acid and analegues

carvactol

Conc. ; Salicylzc camvacral eihyl 2,5~ #ihyi 2-
ppm/mL Carvacrol acid mﬂ‘EI!]E"hE acenta (1) dibydroxyvbenzoats (f) methoxvbenzonte (T)
M 16762207 | 1112 26,0012 | 2633010 TS 11971 03
1 936207 | -1.3]=0.68 33:30.85 [ 135(0=d.07 TL1780.10 =215 34
180 0084101 | -7.85a3.07 JLEi30 [ 11224005 15.36a]3.36 17.9Taf 20
1M L2164 | -A47=1 4 18 242213 745034 681213 1577 &6
a0 MR T AT 14 1070 44 TaR=1 10 4 .68=0 14 1187047

Regarding OR, the ANOVA gave an F value of 926, indicating a statistical
difference between the parenial compounds and the analogues; however, no
significant difference between the analogues was found. In the case of HR, the
ANOVA gave an F value of 3.78, thus indicating with the Tukey test a significant
difference between the compounds and salicylic acid, demonstrating that salicylic

acid is not an effective compound on adult ticks, nor is E with an F value of 8.23,

Conclusion

All evaluated compounds presented better acaracide activity at the larval stage as
compared with the adult stage of R. (B.) microplus, ethyl 2-methoxybenzoate (7)
and ethyl 2 5-dihydroxybenzoate (4)being the best candidales to continue their

study.
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