
 

 

 

 
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA  

DE MÉXICO 
 

DOCTORADO EN CIENCIAS 
DE LA PRODUCCIÓN Y DE LA SALUD ANIMAL 

 
 

“Pronóstico, síntesis química y evaluación biológica de ixodicidas 
seleccionados por computadora” 

 

T  E  S  I  S 
 

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:  
DOCTOR EN CIENCIAS 

 
PRESENTA: 

CONCEPCIÓN RAMÍREZ LUBIANOS 
 

 
TUTOR: DR. FROYLAN IBARRA VELARDE 

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA 
COMITÉ TUTORAL 

DRA. HERMINIA INÉS PÉREZ MÉNDEZ 

DR. HÉCTOR JAIME SALGADO ZAMORA 

 
 

MÉXICO, DF., OCTUBRE 2014 

Ricardo
Texto escrito a máquina
DOCTORADO EN CIENCIAS DE LA PRODUCCIÓN Y DE LA SALUD ANIMAL

Ricardo
Texto escrito a máquina

Ricardo
Texto escrito a máquina

Ricardo
Texto escrito a máquina
DOCTORADO EN CIENCIAS DE LA PRODUCCIÓN Y DE LA SALUD ANIMAL

Ricardo
Texto escrito a máquina



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



“Pronóstico, síntesis química y evaluación biológica de 
ixodicidas seleccionados por computadora” 

 

 

 

COMITÉ TUTORAL 

 

Tutor: DR. FROYLAN IBARRA VELARDE 

 

 

Vo.Bo. 

Tutora: DRA HERMINIA INÉS PÉREZ MÉNDEZ 

 

 

Vo.Bo. 

 

Tutor: DR. HÉCTOR JAIME SALGADO ZAMORA 

 

Vo.Bo. 

 

 

Presenta: M. en C. F. CONCEPCIÓN RAMÍREZ LUBIANOS 

 

 

Firma 



Agradecimientos Institucionales 

 

Al Departamento de Parasitología de la Facultad de Medicina y Zootecnia de la 

Universidad Nacional Autónoma de México. 

Al Cuerpo Académico Consolidado: Biocatálisis Aplicada a la Química Orgánica, 

UAM-X-CA-30, Laboratorio N-201, UAM-Xochimilco. 

Al proyecto PAPIIT-DEGPA-UNAM, IN-201710, que financió parcialmente este 

proyecto.  

A CONACyT por la Beca otorgada No 52807 para realizar estudios de posgrado 

en el Programa de Doctorado en Ciencias de la Producción y de la Salud Animal, 

de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM. 

A la Universidad Nacional Autónoma de México por el apoyo recibido a través del 

programa PAEP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Agradecimientos 

Siempre que se alcanza una meta, se hace un recuento de las travesías que se  

pasan para lograrlo, así como de todas aquellas personas que estuvieron a 

nuestro lado, enseñando, apoyando o motivando. 

En este caso he tenido a personas invaluables a mi lado. 

A mi hijo Luis Fernando, eres el motor de mi vida, gracias mí niño por estar a mi 

lado, te amo. 

A los Papas Jefes, como cariñosamente les dice mi hijo a sus abuelitos, Sr. Jorge 

Chávez  y Sra. Julia Azpeitia, gracias por su apoyo, ya que sin el cariño con el que 

cuidan a mi pequeño, esta meta no la hubiera terminado en tiempo y forma, 

muchas gracias no tengo como pagarlo. 

A mi Familia, gracias por su apoyo, son parte importante en mi vida y son ese 

puerto donde puedo descansar y retomar fuerzas. Gracias a mi Mamá, hermanas 

(Car y Nena), hermanos (Luis y Beto) y mis sobrinos (Luis Emanuel, Nadia, Ale, 

Vale y Julieta). 

A mis Profesores Dra. Mina y Dr. Norberto, siempre lo he dicho son mi ejemplo a 

seguir, les agradezco todo el apoyo que siempre me han brindado 

académicamente y personalmente, los quiero y admiro. Muchas Gracias. 

A mi tutor Dr. Froylan Ibarra, gracias por brindarme la oportunidad de realizar este 

proyecto, le agradezco todo su apoyo. 

Al Dr. Héctor Salgado, por sus asesorías y su colaboración en este proyecto. 

A todos mis amigos, no los mencionare en ningún orden, ya que para mí todos son 

especiales: Lucy, Mar, Isabel, Omar, Gaby, Hilda, Alberto, Mario, Pato, Osvaldo y 

Mariana. Gracias por ser parte de mi vida y dejarme ser parte de la suya. 

 

 



Resumen 

 “Pronóstico, síntesis química y evaluación biológica de ixodicidas 
seleccionados por computadora” 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus es uno de los principales ectoparásitos del 

ganado bovino en las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Este causa 

un impacto  económico negativo a la ganadería por daños directos (daño a las 

pieles por acción de las picaduras, pérdida de sangre y disminución de parámetros 

productivos) e indirectos (agentes etiológicos que transmiten). El uso 

indiscriminado de ixodicidas en los últimos años, ha generado que R. (B.) 

microplus haya creado resistencia a los productos  que se encuentran en el 

mercado. Esto hace necesario diseñar nuevos ixodicidas, siendo los ensayos in 

sílico (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 sílico, permitiendo el descubrimiento de compuestos activos 

contra enfermedades de gran impacto social. Por los resultados alcanzados con 

estos software, se utilizaron para la selección in sílico de nuevos compuestos 

ixodicidas. 

Después de este estudio se seleccionaron a los análogos del: carvacrol (éter 

metílico de carvacrol y acetato de carvacrol); ácido salicílico (ácido 2,5-

dihidroxibenzoico, 2,5-dihidroxibenzoato de metilo, 2,5-dihidroxibenzoato de etilo, 

2-(α,α´-dimetoximetil)fenol, 2-metoxibenzoato de etilo y  el alcohol 2-

hidroxibencílico); y los análogos de isómeros del ácido salicílico, 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 análogos  2-

metoxibenzoato de etilo, 2,5-dihidroxibenzoato de etilo, acetato de carvacrol y éter 

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



metoxibenzoato de etilo el más 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-(α,α'-

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 Introducción 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus es uno de los principales ectoparásitos del 

ganado bovino en las regiones tropicales y subtropicales del mundo,1 el cual 

causa un impacto  económico negativo a la ganadería por daños directos (daño a 

las pieles por acción de las picaduras, pérdida de sangre y disminución de 

parámetros productivos) e indirectos (agentes etiológicos que transmiten).2  

 Existen diferentes métodos para controlar y/o erradicar a este parásito, 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 últimos años, ha generado que R. (B.) microplus haya 

creado resistencia a la mayoría de los ixodicidas que se encuentran en el 

mercado.  

Esto hace necesario diseñar nuevos ixodicidas, siendo los ensayos in sílico 

(estudios asistidos por computadora) una nueva alternativa para su selección, 

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

TOMOCOMD-CARDD (TOpological MOlecular COMputer Design-Computer-Aided 

Rational Drug Design),3 es un programa que ayuda al diseño racional de 

fármacos, utilizado para el cálculo de descriptores moleculares, siendo una 

herramienta para el cribado virtual y selección de nuevas moléculas con potencial 

actividad biológica. Empleando el software TOMOCOMD-CARDD, se han llevado 

a cabo diversos estudios in sílico, permitiendo el descubrimiento de compuestos 

activos contra enfermedades de gran impacto social. Los resultados alcanzados 

con este software, se usarán para llevar a cabo el estudio y selección in sílico de 

nuevos compuestos ixodicidas, apoyados con el software de WEKA (Waikato 

Environment for Knowledge Analysis), versión 3.6.3, para realizar el análisis 

estadístico y análisis quimiométrico de los datos. Los compuestos seleccionados 

se sintetizarán, purificarán y caracterizarán, por métodos convencionales o de 

novo, determinando su actividad ixodicida por bioensayos in vitro. 
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2 Antecedentes 

2.1 Rhipicephalus (Boophilus) microplus 

Las garrapatas se han adaptado a la mayoría de los nichos terrestres del planeta y 

se han especializado en alimentarse de sangre de mamíferos, aves y reptiles; la 

adaptación evolutiva de las garrapatas a la hematofagia, es la principal razón por 

la que se producen grandes pérdidas económicas. Sin embargo, el mayor impacto 

de las infestaciones por garrapatas sobre los animales y el hombre es a través de 

los patógenos que estas transmiten como: protozoarios (Babesia spp y Theilleria 

spp), bacterias (Rickettsia spp, Ehrlichia spp y Anaplasma spp), virus (Nairovirus, 

Flavivirus, Asfavirus) y nemátodos (Acanthocheilonema). Estos patógenos se 

consideran responsables de más de 100,000 casos de enfermedades en 

humanos, en animales silvestres y domésticos, siendo los vectores más 

importantes de patógenos causantes de enfermedades en animales. A nivel 

mundial, son los segundos vectores más importantes de enfermedades en 

humanos después de los mosquitos.4 

Las garrapatas están comprendidas en tres Familias Ixodidae o garrapatas duras, 

Argasidae o garrapatas blandas y Nuttalliellidae presente solo en África, con 

características de las dos familias anteriores.4 

Existen diferentes géneros en la familia Ixodidae como: Ixodes, Amblyomma,  

Anomalohimalaya, Bothriocroton, Cosmiomma, Dermacentor, Rhipicephalus, 

Hyalomma, Nosomma, entre otras.4 

En la ganadería 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.4 

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

anteriormente se conocía a esta garrapata como Boophilus microplus, pero 
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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.5 En 

México, esta garrapata causa enormes pérdidas económicas al sector ganadero 

de aproximadamente 48 millones de dólares anuales,  tanto por daños directos 

como: daño a las pieles por acción de las picaduras, pérdida de sangre y 

disminución de parámetros productivos y costo por el control de este parásito, así 

como daños indirectos por los agentes etiológicos que transmiten: Anaplasma 

marginale, Anaplasma centrale, Babesia bigemina, Babesia bovis, Borrelia 

theileri.2,6 

 
Figura 1. Distribución de Rhipicephalus (Boophilus) microplus en México. 

 
2.2 Ciclo biológico  

Las garrapatas se desarrollan en la primera parte de su vida en la tierra o la 

hierba; sin embargo, son ectoparásitos hematófagos obligados, es decir, se tienen 

que alimentar de la sangre de los animales hospederos durante algunas etapas de 

su ciclo biológico. Las garrapatas R. (B.) microplus infestan preferentemente al 

ganado bovino, pero también se pueden encontrar en otros mamíferos (caballos, 

mulas, ovejas, cabras o venados). El ciclo biológico de R. (B.) microplus es de un 

solo hospedero y se divide en dos fases:  

http://www.senasica.gob.mx/?id=4393 
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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 días y nacen las larvas.  

La fase parásita: 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 cópula.7 (Figura 2). 

 
        Figura 2. Ciclo biológico Rhipicephalus (Boophilus) microplus. 

 

2.3 Control Químico 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 químico, mediante el uso de estos ixodicidas, los cuales se pueden 

clasificar por la familia química a la que pertenecen: arsenicales, organoclorados, 

organofosforados, carbamatos, piretroides sintéticos, amidinas y actualmente 

ivermectinas.8,9 (Cuadro 1). Estos productos han sido utilizados con éxito en el 

control de las garrapatas; sin embargo, su uso continuo ha ocasionado la 

generación de cepas de garrapatas resistentes.10 
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Garrapaticidas de acuerdo a su grupo químico 

Grupo químico Compuestos 

Carbamatos Crabaril 

Órganofosforados 

Carbofenotión, Clorfenvinfós, Clorpinifós, 

Coumafós, Diazinón, Diclorvós, Dioxantión, 

Fenitrotión, Fentión, Fosmet, Foxím, Malatión, 

Triclorfón 

Piretroides y 

Peritrinas 

Alletrina, Cihalotrina, Cipermetrina, Deltametrina, 

Resmetrina 

Formamidinas Amitraz 

Órganoclorados DDT, HCH/Lindano, Toxafeno 

Avermectinas Ivermectina, Doramectina, Moxidectina 

Cuadro 1. Clasificación de ixodicidas por familia química. 
 

Debido al uso indiscriminado de ixodicidas o no completar el tratamiento 

recomendado,  ha generado que R. (B.) microplus, haya creado resistencia a 

prácticamente a todos los ixodicidas que se encuentran en el mercado. La 

resistencia a los ixodicidas, es una condición genética que se transmite a una 

población de garrapatas por ejemplo la capacidad para adaptarse exitosamente a 

un ambiente tóxico le permite sobrevivir a la exposición de los ixodicidas que 

matan a otros individuos de la misma población.8 

En México existen reportes de resistencia a compuestos organofosforados, 

organoclorados (1981), piretroides (1986) y amidinas (2002), y de cepas 

multiresistentes.11 El hallazgo de poblaciones multiresistentes puso en relieve un 

problema aún más complejo; la resistencia múltiple a los pesticidas en el territorio 

mexicano continúa extendiéndose a razón de la presión que se ha ejercido por el 

empleo de ixodicidas durante los últimos años. Actualmente, poblaciones de 

garrapatas han sido diagnosticadas resistentes a organofosforados, piretroides y 

amidinas,12 lo que implica, que su disponibilidad actual y futura se encuentra 
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comprometida debido al progresivo incremento de la resistencia y los altos costos 

de investigación para el descubrimiento y desarrollo de nuevas moléculas. 

2.4 Evaluación de la actividad ixodicida in vitro  

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

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

 Prueba de paquete de larvas (PPL). Está sustentada y desarrollada en 

una serie de ensayos con garrapatas R. (B.) microplus durante muchos 

años 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 diagnóstico de resistencia 

en garrapatas y evaluación 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.2,13 

 Prueba de inmersión de larvas (PIL). Este método conocido también 

como  técnica de Shaw, no ha sido ampliamente usado en el diagnóstico de 

resistencia ni promovido por la FAO. Se han realizado estudios 

comparativos donde se concluye que los resultados de la prueba de 

inmersión pueden ser comparados con los resultados de la prueba de 

paquete de larvas, empleando como disolventes agua o etanol.2, 13 

 

El desarrollo de ambas pruebas requiere aproximadamente seis semanas 

considerando los siguientes pasos: 

A) Recolección e incubación de garrapatas repletas 

B) Postura de huevos 

C) Obtención de larvas 

D) Dilución de los productos a evaluar 

E) Realización de paquetes de larvas para la obtención de resultados 

F) Incubación 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
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Existen otros bioensayos, que se pueden utilizar para evaluar la actividad 

acaricida empleando ejemplares adultos de R. (B.) microplus, como la Prueba de 
inmersión 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 corrección de los 

porcentajes de mortalidad.2, 13 El porcentaje de mortalidad debe ser corregido de 

acuerdo a la fórmula aplicada por Abbot (1925).13 

2.5 Diseño de nuevos fármacos basado en topología molecular 
Muchos de los fármacos hoy disponibles en la industria farmacéutica fueron 

caracterizados por técnicas de cribado convencionales, que consistían 

básicamente en evaluar una gran variedad de compuestos tanto de origen natural 

como sintéticos en la mayor cantidad de ensayos biológicos 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 indicación terapéutica concreta. 

Las modificaciones químicas subsiguientes tienden a producir "análogos" 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 biológica es interesante desde el punto de vista de que puede convertir a 

nuevas clases estructurales de compuestos en fármacos potenciales pero, al estar 

basado fundamentalmente en técnicas de ensayo y error, consume mucho tiempo 

y requiere grandes recursos económicos. Se ha estimado que el porcentaje de 

éxito es inferior a 1 por cada 10.000 compuestos.14  

Los primeros intentos dirigidos a incrementar la probabilidad de sintetizar un 

análogo activo o de encontrar una nueva cabeza de serie se basaron en encontrar 

correlaciones entre la estructura química de una serie, de compuestos y su 
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actividad biológica. A este tipo de análisis se le conoce por sus siglas en ingles 

como estudios QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships). Los métodos 

que relacionan la estructura química con la actividad biológica pueden dividirse en 

dos grandes categorías:14 métodos topológicos/estadísticos y métodos de 

modelado molecular. En la aproximación topológica sólo se tiene en cuenta la 

estructura química "plana" de la molécula y se utilizan técnicas estadísticas 

(Análisis Linear Discriminante o Técnicas de Clasificación) 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.15,16  

La topología molecular a través de las relaciones QSAR, es una herramienta útil 

para el desarrollo de nuevas moléculas. El método de conectividad molecular fue 

iniciado por Randic17 y desarrollado más tarde por Kier y Hall18 a partir del cual es 

posible identificar diferentes niveles estructurales de una molécula a través de 

valores numéricos conocidos como índices de conectividad o topológicos. De esta 

manera, cada molécula se asimila a un grafo en donde cada vértice representa un 

átomo y cada eje las conexiones existentes entre ellos.  

A partir del grafo, se construye la matriz topológica cuyos elementos adquieren 

valores nulos o no en función de las conexiones existentes entre dichos elementos 

del grafo. El tratamiento posterior de la matriz topológica conduce a los índices de 

conectividad que caracterizan a ese grafo de una manera rápida y sencilla. Estos 

descriptores moleculares se han utilizado con éxito en la búsqueda de modelos 

topológico-matemáticos para la selección y diseño de nuevos compuestos activos 

en diferentes áreas terapéuticas y en particular en el de antiparasitarios.19 

El diseño y desarrollo de nuevos fármacos con ecuaciones QSAR, están  

apoyados por paquetes computacionales, los cuales se conocen como estudios in 

sílico, y son técnicas que tienen el potencial de mejorar significativamente el 

descubrimiento y desarrollo de fármacos, según la BCG (Boston Consulting 

Group), estas ahorran un promedio de 130 millones de USD y 0.8 años por cada 
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fármaco.20 Algunos de los fármacos desarrollados por métodos in silico que ya 

están en el mercado son:21, 22  

 Sal de potasio de losartan (Antipertensión) 

 Clorhidrato de dorzolamida (glaucoma) 

  Mesilato de nelfinavir (SIDA) 

 Zolmitriptan (migraña) 

 Sulfato de indinavir (SIDA) 

 Captopril (Antipertensión) 

 Norfloxacina (antibacteriano) 

2.6 TOMOCOMD-CARDD (TOpological MOlecular COMputer Design-Computer-

Aided Rational Drug Design).3 

Este software emplea varias familias de descriptores moleculares implementados 

en el programa, además de las bases químico-matemáticas, basado en átomos o 

enlaces, estocásticos y no estocásticos, índices bilineales y cuadráticos totales o 

locales. Este software ha permitido el descubrimiento in sílico de varios 

compuestos activos contra diversas enfermedades de gran impacto social. Así 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,23-

25 la tricomonosis,26,27 la enfermedad de Chagas,28,29 la helmintiasis,30,31 y 

metalogénesis (inhibidores de tirosina).32 

En un estudio realizado por Montero y col en 2005,28 se buscaron nuevos 

fármacos antitripanosomiásicos, utilizados en el tratamiento de la enfermedad de 

Chagas (enfermedad parasitaria tropical), se realizo un análisis de clasificación y 

se seleccionaron cinco compuestos (Figura 3), se evaluó su actividad in vitro en 
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una cepa de trypanosoma cruzi, los compuestos mostraron una actividad 

antitripanosomiásica mayor al 70 %, los compuestos, 1s y 4s, mostraron actividad 

desde concentraciones de 10 μg/mL, específicamente el compuesto 4s, mostro 

porcentajes de inhibición superiores al 80% a 100, 10 y 1 μg/mL, sin embargo se 

requiere llevar a cabo más estudios para determinar el mecanismo de acción 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 búsqueda de 

fármacos para el tratamiento de la tricomoniasis (enfermedad de transmisión 

sexual ocasionada por el protozoario Trichomonas vaginalis). Meneses y col en 

2005, realizaron un estudio QSAR, utilizando un análisis de discriminación lineal 

(ADL), la prueba mostró 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 100µg/mL, los compuestos VA7-67(92%) y VA7-69 (93%) 

presentaron actividad con concentraciones 10 µg/mL. Estos resultados abren una 

puerta para estudiar estas moléculas contra otros protozoarios, así como evaluar 

su toxicidad y determinar sus mecanismos de acción. 
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Figura 4. Compuestos seleccionados con TOMOCOMD, con actividad contra 
Trichomonas vaginalis  
 

En este paquete computacional, se ha implementado el cálculo de varias familias 

de descriptores moleculares, basados en representaciones vectoriales y 

matriciales de la estructura molecular.23-32 El programa está compuesto por cuatro 

sub-programas, cada uno de ellos con un módulo de dibujo y otro de cálculo, 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).  

 

Este software ha sido desarrollado basándose en una interfaz amigable para el 

usuario, el cual no tiene que dominar a priori ningún conocimiento de 

programación computacional.  

 

2.7 Análisis Quimiométrico de los Datos 

Para realizar estudios QSAR, existen diferentes análisis discriminantes como: 

Análisis de Regresión Lineal Múltiple (RLM), Análisis Discriminante Lineal, (ADL), 

o técnicas de clasificación (basados en algoritmos de clasificación) como: Árboles 

o mapas funcionales (Functional Trees, FT), Árbol de modelo logístico (Logistic 

Model Trees, LMT), Regresión Logística Lineal, Perceptrón multicapa (Multilayer 

perceptrons, MLP), Máquinas de soporte vectores (Support Vector Machines, 
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SVM) y Optimización mínima secuencial (Sequential Minimal Optimisation, 

SMO).33-36 

 

El software Waikato Environment for Knowledge Analysis (WEKA), calcula 

diferentes algoritmos de clasificación,3 entre los que se encuentran, los árboles de 

funcionales y la regresión logística lineal, estos son considerados los métodos más 

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

 

El algoritmo árbol de modelo logístico (LMT),34 combina modelos de regresión 

logística con árboles de inducción, por lo que es un modelo análogo de árboles 

para problemas de clasificación. Un modelo logístico de árbol consiste 

básicamente en una estructura de árbol de decisión estándar con funciones de 

regresión logística en las hojas.34 

 

Optimización mínima secuencial (SMO), es un método rápido para entrenamiento 

de máquinas de soporte vectores (SVMs). El entrenamiento de una SVM requiere 

la solución a un gran problema de programación cuadrática (QP). SMO fracciona 

este gran problema en una serie de problemas más pequeños de QP. Estos 

problemas más pequeños son resueltos de forma analítica, lo cual reduce 

significativamente el tiempo del ciclo interno de procesamiento. La cantidad de 

memoria requerida para SMO es lineal en el tamaño del conjunto de 

entrenamiento, lo cual permite entrenar con grandes conjuntos de datos.35-36 

 

Perceptrón multicapa (MLP), está basada en Redes de Neuronas Artificiales, 

apoyadas en algoritmos de clasificación. Es una de las arquitecturas más 

utilizadas para resolver problemas reales, y evalúa 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.36 
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En la mayoría de los estudios in sílico se realizan análisis comparativos, utilizando 

más de tres técnicas estadísticas para garantizar la mayor aproximación de 

clasificación, entre los modelos utilizados. Sin embargo, el análisis más utilizado 

es el Análisis Discriminante Lineal.  

En todas las pruebas de clasificación requieren ser probadas, a lo que se conoce 

como pruebas de entrenamiento, esto se realiza con la finalidad de evaluar la 

capacidad de predicción de dichos análisis.  
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3 Justificación 
Al emplear inadecuadamente compuestos ixodicidas para controlar y/o erradicar a 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, se ha generado resistencia a la mayoría de 

los ixodicidas que se encuentran en el mercado. Esto hace necesario diseñar 

nuevos compuestos con propiedades ixodicidas, siendo los ensayos in sílico una 

nueva alternativa para el diseño y selección de nuevos compuestos con actividad 

ixodicida.  

 

Empleando el software TOMOCOMD-CARDD y WEKA, se han llevado a cabo 

diversos estudios in sílico, 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 selección in sílico de nuevos compuestos 

ixodicidas. 

 

4 Hipótesis 

Al llevar a cabo el estudio in sílico, empleando el software TOMOMD-CARDD y 

WEKA, se encontrarán nuevos compuestos con actividad  ixodicida. 

 
5 Objetivo General  

 
Desarrollar un sistema de cribado computacional capaz de seleccionar nuevos 

compuestos con actividad ixodicida.  
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5.1 Objetivos Específicos  
 

1. Calcular los descriptores moleculares implementados en el programa 

TOMOCOMD-CARDD, para desarrollar y validar los modelos predictivos 

que permitan el descubrimiento de nuevos fármacos de forma racional. 

 

2. Sintetizar y caracterizar espectroscópicamente los nuevos candidatos a 

fármacos. 

 

3. Realizar el escrutinio in vitro de la eficacia ixodicida de los compuestos 

seleccionados por el programa TOMOCOMD-CARDD. 

 

4. Conocer la eficacia del mejor fármaco seleccionado a través de la 

determinación de la Concentración Letal 50 (CL50), 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 realizó la conformación de tres bases de datos: Moléculas activas, moléculas 

inactivas y análogos de moléculas activas. 

Moléculas activas: Se realizó una búsqueda de moléculas con reportes fieles de 

su actividad ixodicida. Para la elaboración de esta primera base se efectuó una 

búsqueda de todos los ixodicidas comerciales, así como de aquellos que se 

encuentran reportados con esta actividad, evaluados in vitro o in vivo, 

considerando su estructura química bidimensional, número CAS y la familia 

química a la que pertenecen. Ejemplo de ello son las siguientes estructuras 

químicas como cabeza de serie para nuevos compuestos.  

Carbamatos: Carbofurán (1; CAS 1563-66-2), Aldicarb (2, CAS 116-06-3), Carbaril 

(3, CAS 63-25-2), entre otros. 

 

Organofosforados: Fentión (4, CAS 55-38-9), Foxim (5, CAS 14816-18-3), 

Malatión (6, 121-75-5), entre otros.  
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Pierietrinas y Piretroides: Aletrina (7, CAS 584-79-2), Permetrina (8, CAS 52645-
53-1), entre otros. 

Moléculas inactivas: Se realizó una búsqueda de sin actividad ixodicida, para 

probar la selectividad de las técnicas de clasificación, seleccionando compuestos 

que no presentaran ningún reporte de actividad ixodicida u otra actividad 

antiparasitaria. 

Análogos de moléculas activas: Se realizó una búsqueda de todos los 

compuestos relacionados con las estructuras químicas de los compuestos activos, 

considerando una similitud estructural mayor al 80 %. 

6.2. Representación grafica en 2D de las moléculas y análisis y 
procesamiento quimiométrico 

Se realizó la representación gráfica bidimensional en la interface del software de 

TOMOCOMD-CARDD, de las estructuras moleculares de las tres bases de datos, 

posteriormente se llevó a cabo el cálculo de descriptores moleculares bilineales 

estocásticos basados en átomo (polarizabilidad atómica, electronegatividad 

atómica de Mulliken, masa atómica, radio atómico de Van der Waals, 

electronegatividad atómica de Pauling).  

 

Se empleo el software WEKA, para llevar a cabo el y procesamiento quimiométrico 

de los datos empleando cinco técnicas de clasificación: Perceptrón multicapa 

(MLP), Optimización mínima secuencial (SMO), Regresión Logística Lineal, Árbol 

funcional (FT) y Árbol de modelo logístico (LMT), evaluando su capacidad de 

clasificación con pruebas de entrenamiento, empleando para ello las bases de 

moléculas activas e inactivas. Posteriormente se llevó a cabo el cribado virtual de 

la base de los análogos de las moléculas activas. 
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6.3. Selección, síntesis y caracterización de moléculas seleccionadas  
Se seleccionaron análogos 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, Diazinón, 

Cipermentrina, Flumentrina, Deltametrina. 

2. No considerar análogos cuya molécula activa tenga reportes de ser tóxica. 

Ejemplo: Lindano, DDT y Deltametrina.  

3. Disponibilidad de las materias primas. 

Se realizó una revisión bibliográfica de las técnicas de síntesis más adecuadas 

para cada compuesto. Se caracterizaron empleando espectrofotómetros 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 Obtención de larvas de Rhipicephalus (B.) microplus  

Se recolectarón 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 Constatación en Salud Animal (CENAPA), 

ubicado en Jiutepec, Morelos, México; estas se incubaron durante un período 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 días las 

larvas eclosionadas serán adecuadas para el bioensayo.13  
 
6.4.2 Prueba de Paquete Larvario (PPL)2,37 
Se preparó una solución estándar con 84.2 mg del compuesto a evaluar 

disolviendo este en 25 mL de una disolución 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 



19 

 

solución estándar, empleando como disolvente una disolución 2:1 de tricloro 

etileno: aceite de oliva extra virgen. Se aplicaron 670 μL de cada concentración en 

un papel filtro (Whattman No 1, 10 x 12 cm). Después de aplicar cada solución, se 

dejó 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 28ºC y 80 % de H.R. De cada dilución se realizaron seis repeticiones y se 

incluyó un control negativo en cada experimento.37 

 

Posterior a la incubación, se estimó el porcentaje de mortalidad con la 

cuantificación de las larvas, con la ayuda de un microscopio estereoscópico y un 

contador manual de laboratorio. El porcentaje de mortalidad fue corregido de 

acuerdo a la fórmula aplicada por Abbot (1925).13 

 
Ecuación 1. Formula de Abbot (1925) 

 
6.4.3 Prueba de inmersión de larvas (PIL) 2,38 

Se realizó una adaptación de la técnica de Shaw (1966), se preparó una solución 

estándar con 10 mg del compuesto a evaluar disolviendo este en 50 mL de una 

disolución 1:10, etanol: agua. A partir de la solución estándar 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 

dilución, se dejan 5 minutos y se retira el exceso de solución 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 28ºC y 80 

% de humedad relativa. De cada dilución se realizaron seis repeticiones y se 

incluyó un control negativo en cada experimento.37 Posterior a la incubación, se 

estimó el porcentaje de mortalidad con la cuantificación de las larvas, con la ayuda 
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de un microscopio estereoscópico y un contador manual de laboratorio. El 

porcentaje de mortalidad fue corregido de acuerdo a la fórmula aplicada por Abbot 

(1925).13 

 
6.4.4 Prueba de inmersión de adultas, PIA  
Esta prueba es una adaptación 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 

(sulfóxido de dimetilo) como co-disolvente, posteriormente se llevó a un volumen 

de 25 mL con agua destilada.  

 

En cada dilución 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, dejándolas en cajas Petri de plástico (5,5 cm de diámetro, 1,5 cm de 

alto) para su incubación a 28°C, 80% de HR para completar el ciclo de vida. Al 

concluir el periodo de oviposición (14 días aproximadamente). Se recolectaron y 

pesaron los huevos en viales de vidrio tapados con algodón, estos se incubaron 

bajo las mismas condiciones que las garrapatas adultas, la tasa de eclosión se 

leyó después de 14 días.  

 

Con los datos obtenidos, se calcularon los porcentajes de: Reducción de 

oviposición (% RO, Ecuación 2), Tasa de eclosión (% T, Ecuación 3), Tasa de 

producción de huevos (TPH, Ecuación 4), Eficacia del tratamiento (E, Ecuación 
5).41  

 

Ecuación 2. Porcentaje de Reducción de Oviposición 
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Ecuación 3. Porcentaje de Tasa de Eclosión 

 
Ecuación 4. Porcentaje de Tasa de Producción de Huevos 

 
Ecuación 5. Porcentaje de Eficacia del Tratamiento 

 
6.5 Análisis estadístico 

Todos los bioensayos in vitro (PPL, PIL y PIA), se realizaron por sextuplicado, 

para determinar las desviaciones estándar de los % de mortalidad, %RO, %TE, 

%TPH y % E. También se realizo un análisis de varianza (ANOVA), para 

determinar si hay una diferencia significativa entre los compuestos evaluados, 

también se calculo la Concentración Letal 50 (CL50), mediante una regresión 

Probit. 
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7. Resultados 

En este trabajo, TOMOCOMD-CARDD se empleó para buscar compuestos con 

actividad ixodicida, se llevó a cabo la representación grafica en 2D de todas las 

moléculas de las bases de datos (83 moléculas activas, 150 moléculas inactivas y 

754 análogos de moléculas activas), se calcularon descriptores moleculares 

bilineales estocásticos basados en átomo (polarizabilidad atómica, 

electronegatividad atómica de Mulliken, masa atómica, radio atómico de Van der 

Waals, electronegatividad atómica de Pauling), con estos datos, se llevo a cabo el 

análisis y procesamiento quimiométrico de los datos empleando el software de 

WEKA para llevar a cabo las técnicas de clasificación MLP, SMO, Regresión 

Logística, FT y LMT. Todas las técnicas se evaluaron mediante pruebas de 

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

El estudio in sílico arrojó 621 moléculas candidatas para ser estudiadas de las 754 

moléculas analizadas. Solo se seleccionaron los análogos que fueron clasificados 

por las 5 técnicas empleadas, considerando los criterios mencionados en el punto 

6.3 (página 18). Después de hacer la revisión de las moléculas, se seleccionaron 

análogos del carvacrol (acetato de carvacrol y éter metílico de carvacrol) y 

análogos del ácido salicílico (ácido 2,5-dihidroxibenzoico, 2,5-dihidroxibenzoato de 

metilo, 2,5-dihidroxibenzoato de etilo, 2-(α,α´-dimetoximetil)fenol, 2-

metoxibenzoato de etilo y  el alcohol 2-hidroxibencílico), también se consideraron 

análogos de isómeros del ácido salicílico, como el 4-hidroxibenzoato de metilo y 4-

hidroxibenzoato de n-propilo. 

Carvacrol y análogos  
El carvacrol es un monoterpeno extraído del aceite esencial del Origanum vulgare, 

cuyas propiedades bactericidas,43-45 anticancerígenas46,47 y como aditivo 

alimentario,48 han sido estudiadas ampliamente. Coskun y col en 2008,49 

evaluaron su actividad acaricida con larvas de Rhipicephalus turanicus, utilizando 

carvacrol al 100% a las 6 h mostró una mortalidad del 100%. Sin embargo, no se 

encontró 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 nemátodos y hongos, entre estos están el éter metílico 

de carvacrol y el acetato de carvacrol (Figura 5).50 

OH

Carvacrol

OAc

1

OMe

2  
Figura 5.  Análogos de carvacrol: acetato de carvacrol (1) y éter metílico de 
carvacrol (2). 

 
Ácido Salicílico y análogos 
El ácido salicílico, es un β-hidroxi ácido, empleado como analgésico, antipirético y 

antiinflamatorio no esteroideo (AINEs);51 también se ha estudiado su participación 

en la resistencia a patógenos en plantas,52 Silveira y col en 2007,53 evaluaron su 

actividad acaricida en Boophilus microplus, donde su porcentaje de mortalidad fue 

casi nula, y empleando una concentración del 0.5% se obtuvo una mortalidad del 

1.08 ± 1.55%. Los derivados del ácido salicílico son de gran interés en la síntesis 

de fármacos,54 así como algunos alquil ésteres de ácidos fenólicos han sido 

estudiados ampliamente ya que han presentado actividades biológicas como 

antioxidantes, antimicrobianas55 y antibacteriales.56 Los análogos seleccionados 

para ser sintetizados y evaluados in vitro son: el ácido 2,5-dihidroxibenzoico, 2,5-

dihidroxibenzoato de metilo, 2,5-dihidroxibenzoato de etilo, 2-(α,α´-

dimetoximetil)fenol, 2-metoxibenzoato de etilo y el alcohol 2-hidroxibencilico 

(Figura 6). También se consideraron análogos los isómeros del ácido salicílico, 

como el 4-hidroxibenzoato de metilo y 4-hidroxibenzoato de n-propilo (Figura 7). 
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Figura 6. Análogos del ácido salicílico: ácido 2,5-dihidroxibenzoico (3), 2,5-
dihidroxibenzoato de metilo (4), 2,5-dihidroxibenzoato de etilo (5), 2-(α,α´-
dimetoximetil)fenol (6), 2-metoxibenzoato de etilo (7) y alcohol 2-hidroxibencilico 
(8). 

OH

COOMe

OH

COOPr

9 10  

Figura 7. Análogos del isómero del ácido salicílico: 4-hidroxibenzoato de metilo (9) 
y 4-hidroxibenzoato de n-propilo (10). 
 

Síntesis y caracterización de compuestos seleccionados 

El carvacrol (Sigma-Aldrich) y ácido salicílico (J.T. Baker) fueron adquiridos 

comercialmente. El alcohol 2-hidroxibencílico (8), fue proporcionado por el Dr. 

Héctor Salgado Zamora obtenido por una técnica novo de reducción. El análogo 

ácido 2, 5-dihidroxibenzoico (3), así como los isómeros del ácido salicílico: propil-

p-hidroxibenzoato de metilo (9) y metil-p-hidroxibenzoato de propilo (10) se 

adquirieron comercialmente  de Sigma-Aldrich. 

Los análogos acetato de carvacrol (1), éter metílico de carvacrol (2), 2,5-

dihidroxibenzoato de metilo (4), 2,5-dihidroxibenzoato de etilo (5), 2-(α, α'-
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dimetoximetil) fenol (6), 2-metoxibenzoato de metilo (7), se prepararon como se 

describe en la literatura.57-61 Todos los compuestos fueron purificados por columna 

cromatografía y posteriormente se caracterizaron por IR (Espectrofotómetro de 

infrarrojo Perkin-Elmer, Spectrum BX, FT-IR System) y RMN (Resonancia 

Magnética Nuclear, Varian 400 MHz).  

Acetato de carvacrol (1): Se sintetizó bajo las condiciones reportadas por Briard 

y col. en 2008.57 El compuesto fue aislado como un líquido ámbar con un 

rendimiento del 79.86%; IR (CHCl3, cm-1): 2959, 2928, 2866, 1761 (C=O), 1621, 

1576, 1506, 1457. El espectro de 1HNMR, corresponde a lo reportado por  Ben 

Arfa y col. en 2006.57 

Éter metílico de Carvacrol (2): Se sintetizó bajo las condiciones reportadas por 

Pilyugin y col en 2004.58 Se  obtuvo un líquido amarillo con un rendimiento del 

83.17%; IR (CHCl3, cm-1): 2955, 2924, 2867, 1610, 1583, 1511, 1462. El espectro 
1HNMR concuerda con lo reportado por Ben Arfa y col en 2006.57 

2,5-dihidroxibenzoato de metilo (4): Se sintetizó bajo las condiciones reportadas 

por Yan  y col. en 2010.60 Se obtuvo un sólido blanco con un p.f de 85-87ºC  y un 

rendimiento del 85.12%; IR (CHCl3, cm-1): 3350 (-OH), 2950, 2919, 1678 (C=O), 

1618, 1484, 1438. 1HNMR (CDCl3, 400 MHz),  3.9 (s, 3H, -CH3), 6.9-7.3 (m, 3H, 

Ar-H), 10.3 (s, 2H, -OH); 13CNMR (CDCl3, 75 MHz),  170.2, 155.7, 147.7, 124.1, 

118.5, 114.7, 112.1, 52.4.  

2,5-dihidroxibenzoato de etilo (5): Se sintetizó bajo las condiciones reportadas 

por Yan  y col. en 2010.60 Se obtuvo un líquido ámbar con un rendimiento del 

41.52 %. IR (CHCl3, cm-1): 3350 (-OH), 2950, 2919, 1678 (C=O), 1618, 1484, 

1438. 1HNMR (CDCl3, 400 MHz),  1.4 (t, 3H, -CH3), 4.4 (q, 2H, -CH2-), 6.9-7.3 (m, 

3H, Ar-H), 10.2 (s, 2H, -OH); 13CNMR (CDCl3, 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-(α, α'-dimetoximetil) fenol (6): Para la obtención de este análogo, se sintetizó a 

partir del 2-hidroxibenzaldehido. Primero se llevo a cabo la síntesis del 

intermediario 2-acetoxibenzaldehido, esta se realizó de acuerdo a lo reportado 

por  Briard y col. en 2008.57 De este se obtuvo un  líquido ámbar con un 

rendimiento del 90%; IR (CHCl3, cm-1): 3060, 2857, 2857, 1752 (C=O), 1691, 1635, 

1601, 1578. El espectro de  1HNMR  es similar al reportado por Liable y col. en 

2001.61 Después se sintetizó el 2-(α,α’-dimetoximetil)fenol (6), bajo las 

condiciones reportadas por Liable y col. en 2001.61 Se obtuvo un líquido ámbar 

con un rendimiento del 88.56%. IR (CHCl3, cm-1): 3350, 3052, 2938, 2835, 2351, 

2049, 1926, 1803, 1657, 1641, 1619, 1578. El espectro 1HNMR, es similar a lo 

reportado por Liable y col. en 2001.61 se obtuvo un rendimiento global de reacción 

de 79.70%. 

2-metoxibenzoato de metilo (7): Se sintetizó bajo las condiciones reportadas por 

Yan y col. en 2010.60 Se obtuvo un aceite amarillo con un rendimiento del 59.15 %, 

los espectros obtenidos de IR y 1HNMR muestran señales similares a lo reportado 

por Sher y col en 2007.54  

Cabe mencionar que no se busco la optimización de ninguna de las técnicas 

empleadas, sin embargo, los porcentajes obtenidos fueron de productos 

purificados, para poder llevar a cabo los bioensayos.  

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

Como ya se mencionó, existen dos técnicas de evaluación in vitro en etapa 

larvaria, la prueba de paquete larvario (PPL, compuestos liposolubles) y la prueba 

de inmersión de larvas (PIL, compuestos hidrosolubles), el tipo de prueba 

dependió de la solubilidad del compuesto a evaluar. Todos los compuestos se 

evaluaron por sextuplicado, para el cálculo de su desviación estándar, así como 

llevara cabo el análisis estadístico correspondiente. 
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Los compuestos evaluados por PPL fueron: acetato de carvacrol (1), éter metílico 

de carvacrol (2), 2,5-dihidroxibenzoato de metilo (4), 2,5-dihidroxibenzoato de etilo 

(5), 2-(α, α'-dimetoximetil) fenol (6), 2-metoxibenzoato de metilo (7), también se 

evaluó la actividad del carvacrol por esta técnica (Cuadro 2). Los compuestos 

evaluados por PIL fueron: ácido 2, 5-dihidroxibenzoico (3), alcohol 2-

hidroxibencílico (8), propil-p-hidroxibenzoato de metilo (9) y metil-p-

hidroxibenzoato de propilo (10), también se evaluó la actividad del ácido salicílico 

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 análogos alcohol 2-hidroxibencílico (15.96±2.98, 8), 2-(α, α'-

dimetoximetil) fenol (26.29±2.46, 6), ácido 2, 5-dihidroxibenzoico (27.62±5.42, 3), 

metil-p-hidroxibenzoato de propilo (34.14±4.33, 10), 2,5-dihidroxibenzoato de 

metilo (46.49±0.78, 4), los análogos 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 metílico de carvacrol (71.69±1.57, 2), 2,5-

dihidroxibenzoato de etilo (89.14±1.61, 5), 2-metoxibenzoato de metilo 

(91.92±1.66, 7) y propil-p-hidroxibenzoato de metilo (79.31±7,52, 9), el ácido 

salicílico (92.62±6.17, Cuadro 3) y carvacrol (35.85±3.18, Cuadro 2), también 

fueron evaluados en esta cepa. 

 

Se realizo un análisis de varianza (ANOVA), y se encontró una diferencia 

significativa entre los compuestos 1 y 2 con respecto a la actividad del carvacrol, 

sus análogos fueron mas activos que este, los compuestos 5 y 7, no presentaron 

una diferencia contra el ácido salicílico, 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 ácido salicílico, 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 concentración letal 50 

(CL50), se llevó a cabo la conversión de las concentraciones porcentuale a 

micromoles sobre mililitro (µM/mL), y esta se calculó mediante una regresión 

Probit (Cuadro 4). 

 

Los compuestos que presentaron una CL50 menor a 10 µM/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 µM/mL, 1), éter metílico de carvacrol (6.00 µM/mL, 2), 

2,5-dihidroxibenzoato de etilo (2.04 µM/mL, 5) y el 2-metoxibenzoato de metilo 

(0.91 µM/mL, 7), siendo este último el más potente. 

  

El carvacrol tiene una CL50 de 59.72 µM/mL, comparado con las CL50 de sus 

análogos, estos resultaron mas activos y potentes, realizando un análisis 

estructural, ambos tienen protegido el grupo hidroxilo, el compuesto 1 con un 

grupo acetil (-OAc) y el 2 con la formación de un éter metílico (-OMe). Entre estos, 

no hay diferencia significativa en su actividad. Estos grupos incrementan la 

polarizabilidad de la molécula, empleando el programa de ACDLabs se calculó el 

valor de  polarizabilidad (α) de cada compuesto (Cuadro 5), la cual está ligada a 

liposolubilidad de la molécula, lo que facilita su difusión a través de las 

membranas, el carvacrol tiene un valor de 18.68 ± 0.5 x10-24 cm3, el compuesto 1 

de 20.59 ± 0.5 x10-24 cm3 y el 2 de 22.43 ± 0.5 x10-24 cm3. 

 

Comparando al ácido salicílico con sus análogos más activos, al ácido salicílico 

tiene un grupo de ácido carboxílico y un grupo hidroxi (–OH) en orto, su 

polarizabilidad calculada fue de 13.90± 0.5 x10-24 cm3. Sin embargo, no se logro 

calcular su CL50, ya que a concentraciones menores 0.25%, no hubo mortalidad, 

por lo que los datos fueron insuficientes. El análogo 7 del ácido presenta los dos 



29 

 

grupos derivatizados, el ácido carboxílico a éster etílico y el grupo hidroxi a un éter 

metílico. Con estas modificaciones estructurales se incremento su polarizabilidad a 

19.55± 0.5 x10-24 cm3 y fue el compuesto mas potente con la CL50  de 0.91 µM/mL. 

El compuesto 5 presenta el ácido carboxílico derivatizado a éster etílico y dos 

grupos –OH en posiciones 2 y 5, el valor de polarizabilidad calculado fue de 18.40 

± 0.5 x10-24 cm3 y su CL50 fue  de 2.04 µM/mL. Estos sustituyentes incrementaron 

su actividad con respecto a los demás compuestos que tenían grupos hidroxilos 

libres o derivatizados en éteres metílicos y los compuestos con grupos de ácidos 

carboxílicos libres o derivatizados en esteres metílicos, mostraron menos actividad 

ixodicida.  

Sin embargo, se realizó una correlación de Pearson, entre la polarizabilidad y la 

actividad acaricida (CL50), donde no se encontró una relación entre estas 

variables, es decir en este estudio la regla de 5 de Lipinski 62 no se aplica en este 

aspecto.  

Los compuestos más potentes fueron evaluados en garrapatas adultas (PIA), en 

este caso los compuestos acetato de carvacrol (1), éter metílico de carvacrol (2), 

2,5-dihidroxibenzoato de etilo (5), 2-metoxibenzoato de metilo (7), con los datos 

recopilados se calcularon los porcentajes de: Reducción de oviposición (% RO, 

Ecuación 2), Tasa de eclosión (% T, Ecuación 3), Tasa de producción de huevos 

(TPH, Ecuación 4), Eficacia del tratamiento (E, Ecuación 5), cabe mencionar que 

aunque el carvacrol63 y ácido salicílico49 ya han sido evaluadas sobre R. (B.) 

microplus en etapa larvaria. No hay informes de evaluación sobre la garrapata 

adulta de esta especie; por lo tanto, se evaluó 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 encontró diferencia significativa entre 

los análogos, este comportamiento fue similar en los valores de %TE (Cuadro 7) y 

%E (Cuadro 8). Los % de RO, TE y E del ácido salicílico y carvacrol, fueron los 

mas bajos, en comparación con sus análogos. Al realizar el ANOVA 
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correspondiente se encontró que si hay una diferencia significativa entre la 

actividad de los análogos y éstos.  

Todos los compuestos evaluados presentaron mayor actividad acaricida en la 

etapa de larva en comparación con la etapa adulta de R. (B.) microplus. El 2-

metoxibenzoato de etilo (7) y 2,5-dihidroxibenzoato de etilo (5), fueron los 

compuestos más potentes y por tanto los mejores candidatos para continuar su 

estudio in vivo.  

 

Como parte de la difusión de esta investigación, se participó en 2 congresos 

internacionales, 5 congresos nacionales y 3 ponencias nacionales. Con la 

publicación de un artículo 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 envió un manuscrito, a  la revista  Veterinary Parasitology con factor 

de impacto de 2.611, Assessment and determination of LC50 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. CL50 (μmol/mL) de compuestos evaluados in vitro  

 
**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 
PM 

(g/mol) 
Polarizabilidad (α) CL50 (μmol/mL) 

Carvacrol 150 18.68 ± 0.5 x10-24 cm3 59.72 

Acetato de carvacrol (1) 192 20.59 ± 0.5 x10-24 cm3 5.10 

Éter metílico de carvacrol (2) 164 22.43 ± 0.5 x10-24 cm3 6.00 

Ácido salicílico 138 13.90 ± 0.5 x10-24 cm3 ** 

Ácido 2,5-dihidroxibenzoico (3) 155 14.64 ± 0.5 x10-24 cm3 35.69 

2,5-dihidroxibenzoato de metilo (4) 169 16.56 ± 0.5 x10-24 cm3 30.32 

2,5-dihidroxibenzoato de etilo (5) 183 18.40 ± 0.5 x10-24 cm3 2.04 

2-(α,α´-dimetoximetil)fenol (6) 168 18.16 ± 0.5 x10-24 cm3 333.13 

2-metoxibenzoato de etilo (7) 180 19.55 ± 0.5 x10-24 cm3 0.91 

Alcohol 2-hidroxibencilico (8) 124 13.71 ± 0.5 x10-24 cm3 ** 

4-hidroxibenzoato de metilo (9) 152 15.82 ± 0.5 x10-24 cm3 11.61 

4-hidroxibenzoato de n-propilo (10) 180 19.49± 0.5 x10-24 cm3 ** 

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

Se llevó a cabo el cribado in silíco empleando los software TOMOCOMD-CARDD  

y WEKA, en busca de nuevos compuestos con actividad  ixodicida. Las técnicas 

de clasificación fueron  efectivas en rangos del 98 al 100%. En función a este 

estudio, se seleccionaron los análogos de carvacrol  y ácido salicílico,  también se 

consideraron análogos de isómeros del ácido salicílico.  

Los análogos acetato de carvacrol (1), éter metílico de carvacrol (2), 2,5-

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

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 

demás compuestos fueron adquiridos comercialmente.  

Todos los compuestos evaluados presentaron actividad ixodicida en R. (B.) 

microplus, siendo los análogos 3, 4, 8, 6 y 10, los análogos que presentaron % de 

mortalidad menores al 50%. Los compuestos que presentaron mayor % de 

mortalidad fueron, el acetato de carvacrol (1), éter metílico de carvacrol (2), 2,5-

dihidroxibenzoato de etilo (5), 2-metoxibenzoato de metilo (7) y propil-p-

hidroxibenzoato de metilo (9), el ácido salicílico y carvacrol, también fueron 

evaluados en esta cepa. 

 

Se encontró una diferencia significativa entre la actividad del carvacrol y sus 

análogos, siendo el acetato de carvacrol (1) y el éter metílico de carvacrol (2) más 

activos que este.  

 

Los análogos ácido salicílico 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 ácido salicílico. Siendo el compuesto -

metoxibenzoato de metilo (7) el más potente. 
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Se evaluaron en garrapata adulta (PIA), el acetato de carvacrol (1), éter metílico 

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 encontró diferencia significativa entre los análogos, 

este comportamiento fue similar en los valores de %TE y %E. Los % de RO, TE y 

E del ácido salicílico y carvacrol, fueron menos activos, en comparación con sus 

análogos, al realizar la ANOVA correspondiente se encontró que si hay una 

diferencia significativa entre la actividad de los análogos y éstos.  

 

Todos los compuestos evaluados presentaron mayor actividad acaricida en la 

etapa de larvaria en comparación 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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10 Anexos 

10. 1  Anexo I, Artículo Publicado 
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p/leDyl J»'~' _ &ro"th inhibioon.. ha< ca....-d R. (8.) .. iNopItu '0 g ....... e 
rni~ lO pnrtic:olly """" of lb< ocoricides ~, "" lb< marUt. n... mou. lb< 
d<oi¡n of ...... ..,orici<I.-... ~ """h H .. s.ilk<> ""'"y' (COIOpoI" oid<d stIIdl<.~ o ...... 
o1'ern •• h'< in lb< .. Iecúon of ~ "';DI QSAR (Qwnu'''''''. Structw:e-Acti.ioy 
k<1 .. ionslw.p) modelL Emp&oyinl TOMOCOMD-CARDO (TopoIo¡¡;ic:ol ).t.oIKular Como 
11''''' o.,i¡n-C_·Aidr-d Roriono.l Dnq: Onip) 00I'I,,= (M=<rO 2<Xl1~ mony in 
.. Ik<> ..... ,.. tol< pIaoe. oh ... r.dl".' iDl !he diOCOYft)" of "" • ..,.¡ actJ"" compound< ro.-Ib< U'<_'" of dl..,-. of ;"'po<WlIoocw ;"'1*-"' """h .: molario (~1alRrO .. 01. 2COS.a. b: 
MOOIItero ... L 2006). Iri<:hoomoN:.Q, (~ .. al. 2OOSc. M,,~ .. 01. 2003). Chops 
di~ (Mool<ro .. 01 . 200S: V.p .. 01. 2006~ h<lminóMi. (~h=ro .. 01. WOSd. 201-\) 

....J CaDC« (Co"""" .. 01. 2006). Becw .. of 1M ¡ood <=1 .. obooiD<d "¡,b TOl>I(). 
COl>ID-CARDO. ~ ..... d«:ided lO .... lb< ~ r.uppon<d 011 .... WEKA (Waibro 
En. iroounetlt r.,.. KnowIedF An.olysi.) ooft",..., .<Bion 3.1...3 r.,.. obe -r". aod chem· 
iom<trical P<oceosinl el ~ iD ... in .ilk<> ..... y iD .. ".",b of ...... a<aricidn. 

CatVXroI i. o 1I>OftIlt<fp<:0< ntract<d fmm obe .... ntiol Dil of 0,,_ ""'la ... , , .. 
bact<ricid< properti .. ( o.. .. 01. 20)8: !Ji r..q ..... 01. 2007 : cn.um .. 01. 2007: Den Nía 
.. "'- 2006). onU''''''''ff """"", ... (Vin .. oL 2012, .. y ............ 01. 2012 ) ..... food 
additi"" pr<>p<n'" (Ub~ aod Smid 2OCI1 ) 110"" beon.nodi.<d. It ..... 100 Mn ..,o1uared ro.-
",arieidal arn"ity ,,'im lIltip<upltal ... , .. IWOi<" .... (eo.tllR" 01. :!OOI!). s.Jicylic ..,id ;. .. 
II--h~y acid ....-d a. o ~ .... 1..,...,. ... ti-illllamn-.y _ ... ópyr<1ic.'" 
(NSAIDS) (Maokowia/;: 2000: Sh<r .. 01. 2007): it< in,·"h..,""'nt in ~n .. ,,~ "" 
pi ..... ha< also boen e'-.J .... ed (R ..... I .. 01. 2010). Sik" ;"''' al Ur 2007 ... udied ,IS 
",";"idaI actJ.-ity in R . ( B. ) ~ropI ... .. -b<rr: obe ¡><ratI"'I< of monal .. y ..... alrnosl DIlII. 

lb< JIWlIOO< ol'I .. 1.bIdy .. -as '0..-....... tI>< a<aricid< .... i.ity of ~ anaIoJ .... 
(catVXrol ><flal< ..... carvacroI rD<1lryl <tb<r) .. ..-.:11 .... Ii<yhc . <id ............ (<Úlyl 2. 
S-diby~'ybemoo~ metlryl 25-dih~yb<nzool<. 2-(:u · -dimeth,,.yrD<1lryl)p .... o l 
....J elbyl 2 . ..... bo>.ybe""'*). (Fil. 1). ",1«:1«1 by ""' .. s.ilico .... y. 

EmpIoyinl TOMOCOMD-CAROO oofuo.~ • 2D Ur ú!ico ...... y " '2< p<rform<d. """h 
.... y thre ... 1M caodi~ moler ..... ...-itb """"",ida) arnvity "'..., can~ ..,,¡ .... icylic 
",id ~ Can-..crol ....J <aOCyIic .<id ........ pun:'-d fmm AIdridr Or.emical aod 
J.T. Bater. """"";..,Iy. e.,., ........ ..... .... i<:yli<: aotd .............. ~ , ...... d .. d<.cribed 
Ur li .......... (Bri ...... "'- 20CJIl p¡jYUIUr" al. :!O}.\: V ..... 01. 2010: Uat>I< .. 01. 2001 : 
8<tI Al ..... 01. lt.lJi'» (_ t 'l. 1). 
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hP ....... """"" ("'") 6L2S, _ n7 

, 

, 

tOe. 1 C......- Ul _ , ¡*'"' c .... ...- __ (1 ) -' <WY><"'" _,,,- (~~ "",",.Ii< ""Ol ( ' ) '-'..- " _ !>-diO_" _ (Jl. _, ~yb< __ (.~ "'y' , ____ ,.. _ 
(1).. H .. ~· l ' ,,_,~ (¡ , 

Adult tick< fmm canle p",,'iously iDf<ded ... itb • "'scq>lilU ""';n or R. (8. ! mkropl~, 
_ re l<indly _IN by the Ccntro Nacioooa.l de Sc .... id"o de C"""""""ión ca SallOd ""imal 
(CE. .... APA) Iocated in Jiu'cpee. !\.\orelos. Mcxico. incubated roc • two-_ period al 

28 -C and 80 o¡, re[a,h'e bumidi,y: the c", .. ~ then coU.."ed in ~ials and iocubated 
ut>derthc umc rnndi,ions. Aficr 1-1 doy. t~ Iwchcd ~...,'" ... il:lblc roc the bicasuy_ 

Dilution.o oC c~b compound ....,re ~ .. """""nlBlions oC 1_0 . 05. 0.2S. 0.12S and 
0.0625 o¡, (,.,¡V) using 'richloroetbylc ... _ ex"" ~;<sin oIivc oil 2, 1. 670 ¡d rOl" c:och 
C""",,,D""1ÍoD wcre appIicd in a filie, paper (W""nmm No. , . 10 x 12 cm). o..c.. ,he 
.otu, ion " .", appIicd. thc _ , WH left 10 dry roc 30 min .. room temper.ol""'_ With ,he 
i~lnated I"'P""'- ... ...,Iopcs ~ madc in .. -t.ich appro>.imatcly lOO 1..,....., oC R. ( B .) 

Mkropl ... "'~ plred.. Af""",·.,ds the """,~ .. .. "'" mcuboIN roc 24 b a ' 28 -C and 
80 o¡, of relativc humiddy. From coeb solutioo .h "'petitiom .... ,." catricd out _ a 
""",ti,·c """,,01 .. ·ti indudrd in c'''ry cx""ri"",'" (l:Joucorn.z el aL ~). 

Afie, incubootiort. thc ~Dtage of mortaIiry "'.,.. estimoted w;tb thc 1"""", quantifi_ 
coUon w itb thc aid of a"~ mic" _ope and a manual bbonltxy counIcr. 

Thc ~gc oC mortaIi'y ""'" con=ted acrordinl lo thc r""""la """licd by AbOOt 
(I92S) (8n,.., el aL 2(08) . 

• , . ( {% IIW1IM ""","¡iry - % a>tt'roI_ma/ily)) 00 MDl'I<J ' ry ~ x I 
lOO o¡¡, aMlroI_liry 



51 

 

 

 

E'f' AppI ""_ O"BI &lo1'>I_"J 

Mrdi:ol >Dd SWklard deviooiooo 01 tbr ~ 01 lDOfI2hoy ron'Kt<d br tbr furrnub 
n><1Ilioned abo..., ...... calnolal«l Ao i~_ sampI< T .... "'~ ronducted 00 del ... _ 
milo< wbo<h 01 tbr ..wop.. h:od tbr beso raricide orti~ioy. "" ... 011 .. . """"f'"rl- ... ;,¡, 
corvacrol >Dd !oOIicylic ocod ~ ... Iy. 

F1'OIIII ,be in .;Joro .... y TO.\IOCO~lD-CARDO and WEKA 5Ofo",=> .. ,,'" ~ br 
...... 01 ..... _ 0(621 JIO'"ible 1DOIrcu ... "'" of 7>1 onoIyud 1DOIrculro. ond -.- tbr 
crilftia _ obow car\'''''''' _ <alieylk ocid .... Iop<s ",~e .. loe ..... In ... udy 

coodu.cord by CoskwI .. al. in 200&. ",1_ ID .... O<aricid< ac""ily of can"""" "" 11. 
""."tlcto<. m.-y r<ponNl lb! ""'" can'......, wtdtIn" b pnsrntNI • moruolky 01 100 10. 
~. no rq>O<I "'"' t-.. foomd C<XKftIWt, tbr ~ ....... of onñcidal "";yity of!hu 
Comp,," OO 011 R. (R} ,..;cropl...-: oberdllr:e. " lO ... ~ fo.- '" 00 e.1lIW1" tbr can-ocroI 
acaricidal octi.ity ... ,m. >Ir:WL We fC<lllld ... ocaricide ortiviry of lS .U ± 1.11" o( 

n><>rtll!i,y" ' ~';"" o( I .. ( • .-Iv) (rabi< 1) . 
lb< T .... "'"""""",rd ti ... can-a<roI ~ as _11 '"" con'KroI methyl _ poe­
~ C=O'" l<1ivity u.... c...-..rrol o1 though DO _ sipilkao' ditre",,,,,,, ...... fC<lllld 
b<t""",n _ IWO ooWop<-s. 

Sil ...... '" 01. in 20)7 eyolWll<d obe ~ octi"ity o( !oOIicyloc ocid 011 11. (B.J 
"';"ropI ... ,.'00.. rnoru~ty ~"'.B" ...... aImool nuD al. ~ 010.5 <¡, (",Iv): _-e.' .... 011 tbr .. Irctrd anolop<. &om tbr in .. Iiro ..... y. "",...ud ~ ... ><'ivity _ 
<alieylic . "¡d (r. bI< 2) 

lb< T .... d<-mon<tr:oled olUIII .u.yl 2.5-dihyát>xyt....- _ .... 11 .. ethyl 
2 ...... hoxybellZOlll< pnsr-.J p-e ..... octivity with no y,nificono diff<1'ello<' .... ,.fttI_ 
-"~ EIIIyl 2.5-dil1ydroJ.ybearoole. etby) 2 • ....,thox)-be""", .. and lb< can-acrol ......" .... 
(carv><roI _ Md carv><roI _ yl .u..r) """" tben UIt"iw<d ,.-;m 110 sipioc­
diff~ fC<lllld 011 tbe acaricide octi.ity of wclI moIecule • . lb< .. ",wI .. _. thoI 

in siliro a<s2)" baood ... QSAR modd. are . .... fuI tcoI fo< tbr ... ..,Iopatenl o( ....... 

I'0.,,,.oiol aoaricide .. 
h i. irnp;>rwoI 'o t.;gIW,1o: tIw w..:. tbr re>Uho obuinrd w><I<r in vioro rondi""", .. 

promiooriobly """."ubio. prob<s u ....... in vivo amditions (can le) .." ...,..i.-.<l 00 • • ·01 ..... 
diff"""" fomwla!;-, and ~""""' •. 1'IInbe.-.-. -.J 10 be ro<><Iunrd '" del ... _ 
milo< tbr ~ poIeDlJ.al o( tbr .. Ioetrd rnoIecu¡'" in tbr _n' _ro 

e_.''') ~ ~-
c..-...... ......,,_ 

" -" ±J.11 6J.13 ± un JI. ... ± 0-'1 

~ lU. ± HO .... T1 ± 1M ..... ± 1 .... 

= :rl.1. ± J .... ~ .• , ±O-"6 ,,-"" ± lA:' 

0.", "'.!ti ± J .]] .... 31 ±O-" ll.!tl ± , -" , 

~ 'U1±J.1S ...... ± l ." 'U6± J .1I 
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10.2 Anexo II, Manuscrito Enviado 

 
 

Assessment and determination 01 le .. 01 carvacrol and salicylic ac id 
analogues with acaricide activity in larvae and adult ticks 01 Rhipicephalus 
(Boophilus) microplus 

Concepción Ramirez L " ' , Froylán Ibaml V ' . Herminia I Pérez Ml . NOfberto 
Manjarrez A', Héclor J , Salgado Z ', luda Oftega e' 

Abstract 
Rhipicep/lalus (&X>Phllus) microplus is a ~d< Ihat causes huge ecooomic losses in 

calne, The im isaiminate use 01 acaricKles has geoerated resistance lo most 

compoums presenl on the marllel. Garvacro aOO salicylic acid have been .... 'ideIy 

sludied lor lheir tliological aclivities am ha~e been e~aluated in d inerenl stra ins 01 

Rhipicep/lalus. Th is makes lurther inveshgalion on other polential acaricides 

necessary. In lile present research. carvacrol analogues were selecled (carvacrot 

methyl ether ( t ) am carvacrol acetate (2) ). as well as sa licylic add analogues 

(2,5--dihydroxybeflzoic acid (3 ), ethy1 2.5--d ihy!t'oxybeflzoale ("'), methyl 2,5-

dihydroxybeflzoale (5), 2-(0, a'-<limelhoxymelhyllllhenol (6). elhyl 2-

melhoxybenzoale (7 ) and alcohol 2-hydroxybenzyl (8)). lsomers 01 salicylic acid 

such as propyI p-hydroxybeflzoale (9) methyl p-hydroxybenzoale (10) were also 

considefed lo assess loor acaridde aclivily in vitro 

Keywords 

Rhipicepllalus (BoopIIilus) mlcwplus, Acariddal aclil'ity, Garvacrol. Salicylic add 

Introduction 

R (8) micropIus is one of lhe main ectoparasrtes 01 catite in Iropical am 

subtropica l reg ions in the v.orId (Borges el al , 201 1), The exportalion 01 catite lo 

lhe Uniled Stales is an economically importanl ac~vity reagarding Mexican 

liveslock, sin<:e il generales loreign exchange al aboul $ 700 million USO aooua lly 

(González el al. 2012), In Mellico. Ihis Ud< causes huge ewoomic Iosses in Ihe 

liveslock seclorol approllimalely 48 mill ion doIlars because 01 dired damage lo lhe 

skin tJy Ihe action oI biles, blood Ioss am im ired damage tJy \he lransmission 01 

lile etiological ¡¡genl, Ihus decreasing proouction am causing casi paramelers lor 

lile conlrol 01 Ihese parasiles such as: Anaplasma marginare, Ana¡¡<asma cenrra'e, 
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&llJesJa Dlgemlna, &lIJes/a /)O~,.S, Borreli'a tIleilerl. (Alonso el al , 2006; Rosario el 

al, 20ll) 

Sloce ltle Indlscr1mlnale use ()( ac.ancK;es oas c.aused R. (B.) rNc,'OpIus 10 creale 

resistance lo most acariddes available, il is necessary lo lind new compotflOs wilh 

ac.anckle actiVily, Cil r'11acrot (0\1 el al 2008: DI Pasqua el al, 2001; Crislilni el al . 

2007: Vin el al 2012: Jayakurrar el al, 2012; ut!ee el al , 200 1) allCl saliC)'1ie aci<l 

(Ranget el al . 2010: Mackowiak 2000) have I)een sludied extensi~ely 101" lheir 

bIotogIcat actMlles aoo nave llee!1 t"Ialuate<l In aifferenl sttalns el Rflip¡ceplliJlus 

(CosklXl el al, 2008; SHveira el at , 2007), lo a prel'ious sllXly acarcdal actil'ily was 

assessed wllh carvacrot analogues (carvacrol melhyl elhef (1) alld c.arvacrol 

acetale (2)) as well as sal iC)'1ic acid analogues (elh)'l 2,5..¡j ihy<l r()l(j'benzoale (4). 

melhyl 2.~ i hydroryteozoole (5), 2-(Q,0' ..¡jimellloxyrnelh)'l)phe1lOl (6) and el try1 2-

methOryteozoate (7): tI-.ese ccmpoundS \Vere e~al u.ale<l tly \he laval packel lest 

(Ducomez el al . 2005), where tlh)'l2-mellloryteozoote (7, 91 .8 t 1,7% mortal ily). 

etl1)'1 2 ,~ihyllrOX)'1lenZoate (4 89. I t 1.6% roortalily). C3 r'11ocrot meth)'l elllef (1. 

71.7 t 1.6% mortality) aoo C3fVocrot ocelale (2. 67.6 ± 2.1% mortalily) h3d \he 

hlghesl acaf1cldal aclMty (Ramrez el al, 20 13), 

To complemenl Ih is sllXly, l'Ml more saliC)'1ic acid ana'og LJes (2, 5-

dihyllroxybenzotc ack:! (3) and alcohot 2-hydro)('(benzyt (8)), as well as I'Ml lsomers 

(propyt p-hyllroryteozoale (9) and melh)'l p-hydrOxybenzoate (10») \Vere aoalyZe<l 

lo delermine lhe rnortality rale: and \he Lelhal COrlceol ration 50 (LC~) 01 all 

compouoos were delermine<lln ordef 10 assess Ihe mosl poIenl compou.m: tIlen 

lhey were e~a l uale<l 00 lile adut bck 01 R (B.) microplus. 

M3!er131s 300 metllods 

Canlacrot, saliC"l"iC acid and 2, 5..¡jihydroxybenzotc add (3) were purchase<l from 

AKlrlcn Chemlca l aoo J.T. eaker. respecUvety. Garvacrot alld satlC)'1lc ocia 

anatogues (car'llacrot melhyl ether (1), car'llacrot acetale (2), elhyl 2.5-

dlhyllroxybenzoale (4), me1hy1 2,5-dlhydroX)'1lenZoale (e). 2-(0, (J­

dimelhoxymetn)'l )pheflOl (6). ethyI 2-methoxybenzoate (7» were prepare<l as 

described lo lhe lileralure (BriaKl el al 2008; PityuQlO el al, 2004: Yao el al, 2010: 

Lia llle el al. 200 1, seo AIra el al 2(06) , AlcOl'lot 2-hyllro)('{benZyl (1) was prOVide<l 
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by Ph Héctor J. sal!}ado Z. obIained by a Novo technique, and isomef'S of saIicyIic 

ackI, propyl p--hydrol:Ybenroate (9) and rnethyl p--hydrol:Ybenzoate (10) ~e 

plKdlased froro Aldoch Chemical. 

Obtalnlng larvae 01 Rhlplcephalus (B.) mlctoplus 

Adltl ticks Irom cat\le prev;ously lllected wiItJ a susceptible sm.in 01 R. (B.) 

llicfOpIus \Yefe donated by me Gerltro Naciorlill de servicios de GonsIatación en 

salud Animal (CENAPA) Iocaled 11 Jiutepec. Morelos. MéxIco: they were 
Incubated lor a two--weeIl periOd al 28'C and 80 % re!ative humidity; me eggs were 

then collected in Yiats and i'lcubated ooder me same condrtions. Aner 14 days tne 
halched 1<WVae ~e suttable Ior \he bioassay (Bravo el al. 2(00). 

8ioanay (LalVal ¡mmersion IeSr, UJ) 

A staooard soMion was pref)ared by dissolYing 84.2 mg of \he compollld 11 2 mL 

01 ethanol. subsequentty brWghl lo a voIurne 01 25 mL wilh distilled water. senal 

dilutions were prepare<! al 1.0, 0.5, 0.25, 0.125 and 0.065% 01 !he standard 

sOhJ(ioo, using distiied waler as a soIYent SOlItions ~e appIied on filler paper 

(Wllattman No. " 10 x 120'11); !he paperwas allowed lo dty ror a peOOd of 30 mln 

al room lefl"4Jerahre; aIIerMlrds !he papers were !len! lo Iorm envetopes. 100 

larvae of R. (B.) miaopIus were placed insitle the enveIope with a brush; then 

larval packages were Incubaled lor 24 holW"s al 28'C and 60 % relative humldity. 

The experinenl was carried out with six replicates ror eadl dilulion, a negative 

cretro! !leing used. Afier !he 24 hour per;od, the dead larvae were qu¡;.ntified and 

mortality rale was calcU!ated, witt1 the aid 01 a slereoscoplc mlcroscope ald a 

laboralory malual COlIller. Later on lile morfality rale was correded according lo 

lile roooola appIied by ~ (1925) (Bravqel al . 2008; 8abaOOi el al. 2(01). 
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Sioassay ¡Adult /mmef'$/on test, AIT) 

The folo'Ning protocot was moomoo froro an ea~ier tes! desaibed by Orummond 

(1973) (Sabatini el ai. 2001 : White el ai . 2004; Cu\1Jllé el al. 2013). 

Serial !li lulions were prepare<! al 250. 200, 150. 100 aoo 50 ppm, using lmL of 

DMSO (dimethyl sul1oKide) as a co-sment whictl was subsequen\!y Ilrougtll lo a 

voIume of 25 mL .,.,;th distilled water. 

A!JOUP ot 10 engorgeó remales were weighed and immersed tor 30 min in \he 

dilution. Ticks were recovered Irom \he soIuIions. dried aoo stllCk áorsal SlM"fiKe 

do'M1 on doWIe sided tape on \he per10rated lid or a piastic Pelli dish (5 .5 cm 

diameler. 1.5 cm high). The eggs le1 iOOMllo tne tlase or \he Pebi dish. toos 

r~Hng \heir coIlecbon. The hoies f1 \he lid pmllided air circulaoon and !he PeIJi 

dishes were Incubaled al 28' C. 80% RH lo ~ele \he Ine cycte. Al the end or 

~Ibon (14 days). the eggs were welghed alld Iranslerred lo adapIed plasllc 

syringes. iOenlif\ed and sealed .,.,;Itl oonon. The eggs were p!J1 back Into lhe 

Incubalor under Itle same coIldilklns IOf ~rval haldllng. The halchlng rale was 

read after 14 days and l ile dala obtairted were usealo t1eIermlne lhe percentage or 

lhe reduction or OVipo$iIion (% OR) and hatchllg (% HR) as tIeSCI1bed by 

Qooningues el ai . fl20 13, as weI as \he egg production rate (EPR) lo calculate 

tlle trealmerlt emcacy (E). acCOfding lo Orummolld el al . (1913). 

, 
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St.:ttist iC.11 AnJlysis 
The mean % alld corrected mortality rate using Abbot's loonula and its slarJdard 

deviation 'NaS calcula!ed. lelhal concentration 50 (lC",,) \VaS cak:ulated by using a 

Probit regression. Regarding AIT • .111 tests were peflormed in triplicate. and of'Iy 

!he media alld standard deviation ."fe reported; a one-way ANOVA 'NaS performed 

and ir significant di!lerern:es were detecte<! a Duonett test W3S peflormed. 

Resutts J nd d iscussion 
The acaricide activilyol salicylic acid analogues and isomers in R (B.) microptus 

larvae W3S eva luated. empIoying!he LIT technique. (Tabte 1) 

EII .. ,., •• !i<rlk .... .... ;,. .. . !.p .. • • L (8 ./_;",opI.. lor .... ;. , .... ~ .. o ... ~.,.) b. 

Where!he ANOVA gave an F va!ue or 0.91 , no significant dilfereoces between!he 
salicytic acid analogues were indicated. 

Wilh!he resutts obtained in !he previous study (Ramírez el al . 2013). !he lC"" was 
calcutale<! \Wh a probit regression of al t compooods teste<! in larvat R (B.) 
micropIus. 
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e.,,.,,,.1 
,,,,.,<t.I ...... )'ltthot (1) 

",n <l.1 ><O .. '" (! ) 

s...ll<rb< "id 

1.J-dihy.hory\><",o~ .." d (J) 

.... yl l ,l ..w.ydr.."bo=ltO (l~ 

."..hyll.J-<hhrdrOlOlW!uo.", (1) 

1 • ( .... '-<!L_I>o.)_hyl) pMnol (' ) 

lIhyl l . .,othoxybo .... " ('t) 

ok.!>oll-hyd< •• yI><o,)i (1) 

19 7l 

•• 
l ,OI .. 
3\69 

1,04 

JO.]l 

JJJ IJ 

0,91 .. .. 
11.61 

As can De seen in Table 2. ethyC 2·metno~nzoate (7) was lile most potent 

compoulld Iotlowed by ethyC 2,5-dll1ydroxybenzoate (4). carvacr~ CKetale (2) aoo 

carvacrol meltlyC ethef (1), wtule 2-(0, Q'.(jlmethoxymethyC)p~ was lile least 

polenl.The ~rsl 4 compoullds wefe sotmitte<l rO( evaluation wilh the AIT. 

Wi(h lile recopilate<l data 01 lhe selecte<l compolllds, parameters soch as 

ovoposition reduction (OR, Table 3), hatching inhi llition rale (HR. Table 4) alld 

efl!cacy (E, Table 5) were determine<!. 

Although carvacrol (Ramirez el al , 2(13) and salicytic acid (Silveira el al 2(07) 

have alread'y !leen eva luate<! on R. (B.) microplus larval', thefe are no reports 01 

evaluaUon on CII:Iu~ tick in this species; tl'lerelofe. acaracidal actMIy on this staQe 01 

lile cyde 01 R. (B,) rricroplus 'NaS evaluate<!, 
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Regar(ljng OR, lhe ANOVA g3ve an F va lue 01 9.26, Indlcaling a stalist!cal 

lIfIerence tletween It\e parental compounds and \he ilnalagues: hoWeveL no 

sIglificanl diflerence between it1e analogUes was loond. In it1e case 01 HR, lhe 

ANOVA gilve iln F villue 01 3.;8, Ihus indicaUng .... i lh It\e Tu~ey test a significant 

()fIerence between the compounás and salicy1ic acid, demoostraling thal sallcy1ic 

ackJ is no! an elfective compound 00 adult bcks, rIOr is E wilh al F villue 018.23. 

Conelusion 

AlI evaluale<l compounds preS6'lIe<l bener aca-aclde acli'lity allhe larval stage as 

rompared wilh It\e adult stage 01 R. (B.) mcroplus, ethyl 2-neIhoX)'tleJlZoate (7) 

and elh',1 2,5-dihydroX)'tlenzoa~e (4),being \he besl candidales lo coolinue their 

."",. 
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