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Resumen

Titulo: Estudio in silico e in vivo de metabolitos secundarios de plantas con posible accién inhibitoria sobre proteinas
de la cadena respiratoria mitocondrial y la acetilcolinesterasa de Rhipicephalus microplus

Autor: Bethsy Natalia Alfonso Nufiez

Palabras Clave: Metabolitos secundarios, cadena respiratoria, acetilcolinesterasa, Rhipicephalus microplus,
acoplamiento molecular, acaricida.

Descripcion:

La especie de garrapata Rhipicephalus microplus es responsable de pérdidas econdmicas en la ganaderia colombiana
por aproximadamente 146 millones de ddlares por afio; ademas, es vector de enfermedades como la babesiosis y
anaplasmosis que generan en el ganado anemia, pérdida de peso y pueden llegar a causar finalmente la muerte. El
método de control mas comudn entre los ganaderos es el control quimico, con acaricidas del grupo de los
organofosforados, piretroides y lactonas macrociclicas. Sin embargo, las garrapatas desarrollan resistencia
rapidamente a estos productos sintéticos, en consecuencia, los ganaderos elevan la concentracion del producto,
combinan varios compuestos y aumentan la frecuencia en los bafios, incrementando a su vez el problema de
resistencia. Es necesario estudiar una alternativa eficaz y asequible econémicamente para el control de esta garrapata,
es por eso que este proyecto tiene como objetivo identificar metabolitos de plantas con posible actividad acaricida
contra R. microplus con eficacia comparada o mejorada a las moléculas sintéticas y especificidad en este organismo.
Por lo que se realizd un estudio de acoplamiento molecular con 300 metabolitos secundarios, usando como dianas
farmacologicas, subunidades de los primeros cuatro complejos de la cadena respiratoria mitocondrial y la
acetilcolinesterasa. Para el andlisis in silico se obtuvieron modelos de homologia con el software Alphafold de las
proteinas de interés, se prepararon proteinas y ligandos usando Protein Preparation Wizard, Ligprep y un campo de
fuerza OPLS3e en Maestro de Schrodinger. Se predijo el sitio drogable con Site Map y Receptor Grid generation. El
Docking molecular se realizé con el médulo Glide bajo los criterios de precision estandar (SP) y extra precision (XP).
Finalmente, se examinaron las propiedades ADME (absorcidn, distribucion, metabolismo y excrecién) y se
seleccionaron aquellos metabolitos con interacciones, docking score y energia de afinidad méas favorable para su
validacion mediante ensayos in vivo.

La actividad acaricida se realizé usando dos métodos comunes en este campo, el paquete larval e inmersion larval.
Los metabolitos mejor ranqueados y que se evaluaron en estos ensayos fueron: carvacrol, quercetina, naringenina,
acido gdlico, linalool, eugenol y citral. Para el método de paquete larval se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas con p < 0,05 para el carvacrol en las concentraciones diagnosticas, y por medio de un analisis Probit
usando concentraciones multiples se obtuvo una CLsy de 683 ppm a 72h. En el método de inmersion larval se
encontraron diferencias estadisticamente significativas con p=< 0,05 para el carvacrol, eugenol y citral en las
concentraciones diagnosticas. Debido a que el carvacrol presentd resultados prometedores en ambos métodos, fue este
el candidato para determinar la CLso en inmersion, cuyo valor obtenido fue de 570 ppm a 72h. El eugenol y el citral
se catalogaron como moléculas promisorias con actividad ixodicida, proximas a evaluar en el grupo de investigacion.
De este trabajo de investigacion se concluye que un sistema de analisis in silico validado in vivo permiti6 identificar
metabolitos secundarios con actividad acaricida, cuyo posible mecanismo de accion podria estar direccionado a dianas
farmacologicas como proteinas especificas de la cadena respiratoria mitocondrial y la acetilcolinesterasa de la especie
R. microplus.

* Trabajo de Grado
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Abstract

Title: In silico and in vivo study of plant secondary metabolites with possible inhibitory action on mitochondrial
respiratory chain proteins and acetylcholinesterase of Rhipicephalus microplus

Author: Bethsy Natalia Alfonso Nufiez

Keywords: Secondary metabolites, respiratory chain, acetylcholinesterase, Rhipicephalus microplus, molecular
docking, acaricide.

Description:

The tick species Rhipicephalus microplus causes significant economic losses in Colombian livestock, estimated at
approximately US$146 million annually. Additionally, this tick also acts as a vector for diseases such as babesiosis
and anaplasmosis, which can lead to anemia, weight loss, and potentially fatal outcomes in cattle. The predominant
control method employed by livestock farmers is the use of chemical agents, including organophosphate acaricides,
pyrethroids, and macrocyclic lactones. However, the rapid development of resistance to these synthetic chemicals by
ticks has prompted farmers to increase the concentration of these products, combine multiple compounds, and enhance
the frequency of treatments, thereby exacerbating the resistance issue. There is a pressing need to explore effective
and economically viable alternatives for tick control. This work aims to identify plant metabolites that exhibit potential
acaricidal activity against R. microplus, with efficacy comparable to or exceeding that of synthetic compounds, while
also demonstrating specificity for this organism. To achieve this, a molecular docking study was conducted involving
300 secondary metabolites, targeting subunits of the first four complexes of the mitochondrial respiratory chain and
acetylcholinesterase. For the in silico analysis, homology models of the proteins of interest were generated using
Alphafold software, and the proteins and ligands were prepared utilizing Protein Preparation Wizard, Ligprep, and the
OPLS3e force field within Schrodinger's Master. The druggable sites were predicted using Site Map, followed by
receptor grid generation. Molecular docking was executed with the Glide module, adhering to both standard precision
(SP) and extra precision (XP) criteria.

The acaricidal activity was assessed through two widely recognized methodologies in this domain: the larval packet
method and the larval immersion method. The metabolites that exhibited the highest efficacy in these evaluations
included carvacrol, quercetin, naringenin, gallic acid, linalool, eugenol, and citral. In the larval packet method,
carvacrol demonstrated statistically significant differences at diagnostic concentrations, with a p-value of < 0.05. A
Probit analysis conducted with various concentrations yielded an LCsp value of 683 ppm after 72 hours. Similarly, in
the larval immersion method, significant differences were observed for carvacrol, eugenol, and citral at diagnostic
concentrations, with a p-value of < 0.05. Given its favorable outcomes in both methodologies, carvacrol was selected
for further LCso determination in the immersion method, resulting in a value of 570 ppm at 72 hours. Additionally,
eugenol and citral were identified as promising candidates with ixodicidal properties, warranting further investigation
by the research team. This study concludes that an in silico analysis system, validated through in vivo experiments,
facilitated the identification of secondary metabolites with acaricidal potential, likely targeting pharmacological
mechanisms associated with specific proteins in the mitochondrial respiratory chain and acetylcholinesterase of the R.
microplus species.
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Introduccion

Las garrapatas son parasitos hematdfagos que se pueden encontrar en diferentes tipos de
climas, desde secos hasta los mas humedos, pueden sobrevivir incluso afios sin alimentarse,
esperando encontrar un hospedero (Boulanger et al., 2019). Los hospederos pueden ser desde aves
y reptiles, hasta mamiferos. Dentro del grupo de mamiferos mas afectados se encuentran los
bovinos, en Colombia, la especie de garrapata que mas los afecta es R. microplus (Rodriguez et
al., 2014a). Se estima que esta especie infesta alrededor del 80% del ganado bovino en el mundo,
ademas, les genera problemas debido a la transmisién de microorganismos causantes de la
babesiosis y anaplasmosis (Polanco & Rios, 2016). Estas enfermedades tienen consecuencias que
van desde alergias en la piel, disminucion de peso, anemia, disminucion de leche y carne, hasta la
muerte (Adenubi et al., 2016). Se reporta que una sola garrapata adulta ingurgitada puede reducir
la ganancia de peso en promedio de 0.6 g y reducir 8.9 mL de leche diariamente en un bovino
(Sutherst et al., 1983), por lo cual un nimero de 20 garrapatas adultas en un solo animal se
considera un riesgo para su salud (Sepulveda et al., 2017). En Colombia, las pérdidas economicas
para el sector ganadero alcanzan los 146 millones de dolares y a nivel mundial se estiman alrededor
de 7 billones de délares por afio (Benavides et al., 2018). Ademas, Colombia es el tercer productor
ganadero méas grande de Sudameérica, representando el 51,5% del PIB pecuario y 1,1 millones de
empleos en nuestro pais (Fedegan, 2024).

Actualmente, existen varios métodos de control para esta especie de garrapata, como el uso de

acaricidas sintéticos, vacunas, hongos entomopatdgenos (Weber & Selzer, 2016), rotaciéon de
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praderas (Rosario et al., 2010), uso de pasturas con propiedades repelentes (Del Hoyo Primitivo et
al., 2012) y extractos de plantas (Jaramillo et al., 2020). Sin embargo, el método de control méas
comun es el método quimico, donde se usan acaricidas con principios activos de tipo
organofosforados, piretroides sintéticos y lactonas macrociclicas. Su desventaja es que pierden
eficacia rapidamente y en consecuencia, los ganaderos aumentan las concentraciones de uso
recomendado en las etiquetas, realizan bafios con mayor frecuencia, cambios aleatorios en el
acaricida o combinan varios compuestos para el tratamiento en los bovinos, por tanto, incrementan
el desarrollo de resistencia de las garrapatas a estos compuestos (Lopez et al., 2015; Velazquez &
Otegui, 2016). Estos productos también son téxicos y dafiinos con el medio ambiente, incluso
pueden ser perjudiciales para el personal que los manipula (Avellaneda Bustos et al., 2020). Siendo
los organofosforados, el grupo de acaricidas que ocasionan con mayor frecuencia intoxicacion
aguda en las personas (Roa & del Pilar, 2021). Ademas, los acaricidas sintéticos producen
bioacumulacion en tejidos, contaminando los subproductos bovinos como la leche y carne (Bravo
& Bravo, 2023; Yaima & Diaz, 2022)

Debido a la urgente necesidad de encontrar compuestos con accién acaricida, eficaces a lo largo
del tiempo, méas amigables con el ambiente y las personas que los manipulan, en este estudio se
tuvo como objetivo identificar y seleccionar metabolitos secundarios de plantas con posible accién
acaricida contra R. microplus. Por lo cual, se llevé a cabo una basqueda en literatura de 300
metabolitos secundarios de plantas. Posteriormente, se usaron modelos de homologia y docking
molecular para filtrar las mejores moléculas; finalmente se seleccionaron 7 compuestos para
evaluar actividad acaricida en larvas de R. microplus, mediante dos ensayos que se describen en
la metodologia de este proyecto. También se muestra en este proyecto una revision de la

problematica actual por la infestacion de garrapatas en el sector ganadero colombiano, las pérdidas
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economicas producidas, la poca informacion sobre mecanismos de accion acaricida de las
moléculas de origen natural y, por tanto, la necesidad de estudiarlos para disefiar acaricidas contra

R. microplus de manera rapida, eficiente y asequible.

1. Marco de referencia y antecedentes

1.1 Rhipicephalus microplus

Es una especie de garrapata de un solo hospedero, lo cual quiere decir que completa todo
su ciclo de vida parasitario sobre un solo animal. Esta especie pertenece a la familia ixodidae y es
la familia de garrapatas con el mayor nimero de especies reportadas en el mundo (Acevedo et al.,
2020) .

Las garrapatas de la familia ixodidae o familia de garrapatas duras presentan un escudo
quitinizado que cubre parcialmente su dorso en hembras y totalmente en machos (figura 1), de ahi
que las hembras tengan la facilidad de aumentar varias veces su tamafo al alimentarse para
completar su ciclo de vida parasitico (Avellaneda et al., 2020). El aparato bucal de la garrapata
esta formado por palpos (sensoriales), queliceros (para cortar y perforar la piel del hospedero) y el
hipostoma que cuenta con una hilera de dientes que facilitan la fijacion a la piel (Archila, 2014).
Figura 1.

Morfologia R. microplus A. Hembra B. Macho (Zarate, 2016) con algunas modificaciones

realizadas por la autora de este trabajo.
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1.2 Distribucién geogréfica

R. microplus es la especie de garrapata de mayor incidencia en el corredor bioldgico del
caribe, principalmente en Colombia y Venezuela. En Colombia, se puede encontrar distribuida en
altitudes desde 0 hasta los 2.200 metros sobre el nivel del mar, un rango de temperatura desde los
28 hasta los 32°C y humedad entre 80-90%. En la figura 2 se puede observar la distribucion
geografica, por departamentos, en Colombia para la garrapata R. microplus. Las zonas marcadas
con un punto negro indican presencia de esta especie de garrapata (Acevedo et al., 2020)

Figura 2.
Distribucién geografica de Rhipicephalus microplus por departamentos en Colombia con algunas

modificaciones realizadas por la autora de este trabajo.
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1.3 Ciclo de vida de Rhipicephalus microplus

En las garrapatas duras se observan 4 estadios principalmente: huevo, larva, ninfa y adulto.
Las larvas s6lo poseen tres (3) pares de patas, mientras que en los estadios de ninfa y adulto poseen
cuatro (4) pares de patas. Las condiciones favorables para su desarrollo son: 27-29 °C y 80-90%
humedad. En esta especie de garrapata se conocen dos fases de vida (figura 3) una fase de vida
parasitaria y una fase de vida no parasitaria (Polanco & Rios, 2016).
Figura 3.
Ciclo de vida de la garrapata R. microplus (Cossio et al., 2023) con algunas modificaciones

realizadas por la autora de este trabajo
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A continuacion, se detallan los periodos de las dos (2) fases de vida mencionadas

anteriormente para R. microplus.

1.3.1 Fase de vida parasitaria
Comprende el momento desde de la fijacion de la larva al bovino hasta el desprendimiento

de la adulta ingurgitada (Alonso & Fernandez, 2022).

1.3.1.1 Larva
La larva se alimenta de sangre hasta pasar a ninfa, este periodo dura de 5 a 14 dias luego

de que la larva se ha fijado al hospedero (Alonso & Fernandez, 2022)
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1.3.1.2 Ninfa
La ninfa se alimenta y pasa a estado adulto, esto tarda de 13 a 21 dias después de la fijacion

de la larva al hospedero (Alonso & Fernandez, 2022)

1.3.1.3 Adulto

En este estado se realiza la diferenciacion sexual, las hembras emiten feromonas y atraen
al macho, sucede el apareamiento, luego la hembra se alimenta hasta estar completamente llena,
aumentado hasta 100 veces su tamafio original y se desprende del bovino, esta accion tiene una
duracion promedio de 5 a 12 dias. EI macho se alimenta intermitentemente y puede permanecer

varios meses sobre el bovino copulando a méas de una hembra (Polanco & Rios, 2016).

1.3.2 Fase de vida no parasitaria o de vida libre

1.3.2.1 Preoviposicion
Cuando la garrapata ingurgitada se desprende del bovino, busca un lugar himedo, célido y

resguardado de los rayos solares dénde pueda depositar sus huevos, esta etapa en condiciones
favorables tiene un intervalo de 2 a 4 dias y en climas frios puede durar aproximadamente 97 dias

(Alonso & Fernandez, 2022)

1.3.2.2 Oviposicion

Esta etapa comprende desde el momento en que la garrapata pone el primer huevo hasta
que pone el dltimo, en condiciones favorables tiene un tiempo de 21 a 60 dias y en climas frios
puede durar hasta 120 dias. Una sola hembra ingurgitada de R. microplus puede poner de 1500 a

5000 huevos (Alonso & Fernandez, 2022)

1.3.2.3 Post-oviposicion
Periodo en el cual sucede la oviposicion del altimo huevo hasta la muerte de la garrapata,

la cual ocurre de 2 a 15 dias después de poner el Gltimo huevo (Alonso & Fernandez, 2022)
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1.3.2.4 Incubacion

Comprende el fin de la oviposicion y el inicio de la eclosion larvaria, en condiciones de
temperatura y humedad favorables puede tomar de 20 a 50 dias, en invierno puede tomar el doble

de tiempo (Alonso & Fernandez, 2022)

1.3.2.5 Eclosion
En esta etapa las larvas emergen del huevo, en condiciones favorables toma de 14 a 60 dias

y pueden eclosionar mas de 80% de los huevos (Alonso & Fernandez, 2022)

1.3.3 Longevidad de las garrapatas de la especie R. microplus
Generalmente, las garrapatas duras viven menos de un afio, desde su estado larval hasta

encontrar hospedero, las larvas viven menos que las ninfas y las ninfas menos que las adultas. La
longevidad depende de factores climéaticos debido a que las garrapatas necesitan humedad para
colocar sus huevos, aunque un exceso de humedad puede causar infestacion de hongos y muerte
(Polanco & Rios, 2016). El lugar en el cual se encuentren también es primordial, las condiciones
de temperatura, humedad y la vegetacion determinan la facilidad para detectar un hospedero y
desarrollar su ciclo de vida completo. Segln estudios, la supervivencia de las larvas de R.
microplus en los Llanos Orientales de Colombia fue de 52 a 174 dias, lo que le proporciona a la
larva un intervalo de tiempo de entre dos y seis meses para tener contacto con su hospedador e

infestarlo, siendo capaz de sobrevivir sin ingerir sangre (Polanco & Rios, 2016).

1.4 ; Como busca su huésped la garrapata?

Las garrapatas de la familia ixodidae esperan pasivamente entre la vegetacion, ascendiendo
y descendiendo entre hierbas y arbustos. Esto implica gran pérdida de humedad para ellas, por lo
cual durante su estadio larval se hidratan en la parte mas baja de la vegetacion. Cuando suben por

la vegetacion, normalmente a una altura de entre unos centimetros a un metro, extienden sus patas
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delanteras y detectan a sus hospederos usando el érgano de Haller. Este érgano se ubica en el
extremo dorsal del primer par de patas y es una estructura que tiene pequefias cavidades donde se
encuentran unas setas con perforaciones microscépicas que facilitan el paso de ciertas moléculas
que estimulan las conexiones nerviosas conectadas a los poros (Estrada, 2015). De esta manera,

logra saltar e infestar a su hospedero y alimentarse.

1.5 Problemas econémicos en la ganaderia causados por Rhipicephalus microplus

En Colombia la ganaderia es el principal sistema de produccién pecuario, en el 2023 este
sector representd el 25,22% del total del PIB Agropecuario y el 1,46% del PIB Nacional (DANE,
2023), teniendo en cuenta estas cifras mencionadas, la afeccién a la ganaderia implica pérdidas
econdmicas importantes a nivel nacional. Ahora, examinando el problema a pequefia escala, por
garrapata R. microplus que completa su ciclo de vida parasitario, un solo bovino puede perder
desde 0,3 g hasta 1 g diariamente, esto afecta la ganancia de peso adecuado para su desarrollo
(Sanchez & Masiel, 2021). Ademas, una sola garrapata adulta puede reducir hasta 8.7 mL de la
produccién de leche diaria (Sutherst et al., 1983).

Esta especie también es capaz de debilitar el sistema inmune de los bovinos, haciéndolos
propensos a infeccion por microorganismos que causan enfermedades graves. Las heridas
causadas en la piel por la infestacion de garrapatas, pueden ser tan severas que atraen moscas y se
produce miasis (Sanchez & Masiel, 2021). Ademas, las pérdidas econdmicas crecen por el costo
de tratamientos de las enfermedades y problemas reproductivos ocasionados por R. microplus.
Esta especie es considerada la garrapata con mayor impacto econdmico en Suramérica y

Centroamérica (Polanco & Rios, 2016)
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1.5.1 Enfermedades transmitidas por Rhipicephalus microplus

La babesiosis y anaplasmosis son las dos enfermedades mas comunes en los bovinos a
causa de las garrapatas, la babesiosis es causada por los protozoos Babesia bigemina y Babesia
bovis y la anaplasmosis es una enfermedad causada por la bacteria Anaplasma marginale (Ferreira
et al., 2022). Los organismos causantes de estas enfermedades destruyen los eritrocitos debido a
su afeccidn intracelular, ocasionando hemoglobinuria (sangre en orina), fiebre, ictericia (aumento
en la concentracion de bilirrubina en sangre), anemia, pérdida de peso, deshidratacion, temblor
muscular, debilidad, disminucién en la tasa reproductiva, abortos, reduccion de leche, carne y
aumento de los costos de produccion del ganado (Martinez et al., 2019).

Se estima que mas de 1,2 billones de bovinos en el mundo son propensos a contraer estos
patdgenos transmitidos por garrapatas. América Latina es un area de riesgo permanente, debido
a las condiciones climaticas tropicales, las cuales favorecen el desarrollo de garrapatas y la
trasmision de estas enfermedades, con mas de 264 millones de bovinos amenazados en paises de
Sudamérica, siendo en Colombia todas las zonas de tropico bajo y medio consideradas de alto

riesgo (Vargas et al., 2019).

1.6 Métodos de control usados para combatir la garrapata R. microplus

Actualmente, existen varios métodos de control de garrapatas en bovinos como: el uso de
acaricidas sintéticos (método de control méas usado por los ganaderos) (Lopez & Betancourt, 2024),
hongos entomopatogenos como Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana, que atacan todas
las etapas del desarrollo de la garrapata e inhiben la oviposicion (Adames et al., 2011; Fernandes
et al. 2012; Sun et al., 2011), bacterias, nematodos entomopatdgenos y hasta hormigas para
controlar la poblacion de garrapatas (Agudelo et al., 2021). Tambien se emplea la rotacion de

praderas (Lopez & Betancourt, 2024), las pasturas Melinis minutiflora y Brachiaria brizantha que
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cuentan con propiedades repelentes y vellosidades para dificultar que la larva suba al pasto, asi
mismo también se usan vacunas como Gavac™, Bovimune Ixovac® y Go-Tick® para controlar
las enfermedades transmitidas por R. microplus (Hernandez, 2022). Ademas, en los Gltimos afios
se han realizado estudios con plantas que han demostrado tener actividad acaricida (Rodriguez et
al., 2022; Valcarcel et al., 2020),

También se ha optado por realizar un control integrado de garrapatas, el cual consta de la
combinacion de varios de los métodos mencionados anteriormente con el fin de disminuir
poblacién y la resistencia de las garrapatas debido al uso indiscriminado de acaricidas (Cuore,
2022; Rodriguez et al., 2016; Rodriguez et al., 2014b). Los estudios con plantas se han enfocado
mayoritariamente en intervenir en el ciclo de vida parasitico de R. microplus, usado extractos de
distintas partes de las plantas para realizar pruebas acaricidas en diferentes estadios del ciclo de
vida de este ectoparasito. Tal como lo reportan algunos autores que serdn mencionados a
continuacion:

En un estudio Ocampo y col. (2023), evaluaron el extracto acuoso de Solanum mammosum
L. a tres concentraciones diferentes y concluyeron que la concentracion de 27% tiene mayor
porcentaje de inhibicidn en oviposicion y mayor porcentaje de mortalidad en adultas R. microplus,
reportando mortalidades de 66, 74 y 83% a 24, 48 y 72 horas, respectivamente.

En el trabajo realizado por Rodriguez y col. (2022) también se report6d que el extracto etandélico
puro de A. acuminata mostro un porcentaje de mortalidad de 53,33% a las 96 horas. Mientras que
el extracto etandlico puro de P. bogotensis tuvo una mortalidad de 80% a las 96 horas y las
disoluciones del extracto etandlico 1:2 y 1:4 usando agua como solvente de P. bogotensis

presentaron mortalidades de 66,6% y 40% respectivamente
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En otro estudio con los extractos hidricos de plantas Allium sativum y Larrea tridentata se reportan
porcentajes de mortalidad entre 45% y 58% respectivamente, en concentraciones de 3000 ppm en
cuatro poblaciones diferentes de garrapatas adultas R. microplus, por el ensayo de inmersién de
adultas en condiciones de laboratorio (Vasquez, 2022). Para el trabajo reportado por Rosado y col.
(2010) se indica que los extractos metandlicos puros de hojas y tallos de la especie de planta
Petiveria alliacea mostraron una mortalidad del 100% en inmersién de larvas de R. microplus, los
extractos metandlicos puros de hojas y tallo en la prueba de inmersion de adultas mostraron un
26% y un 86% de mortalidad, respectivamente. Se evaluo la disminucién de huevos puestos por
las adultas, obteniendo inhibicién de 40% para extractos de hojas y del 91% para extractos de
tallos y una inhibicion de la eclosion de huevos del 26% y del 17%, respectivamente.

Finalmente, Rodriguez y col. (2014) también indican que los aceites esenciales de las hojas
de orégano (Lippia graveolens), hojas de romero (Rosmarinus officinalis) y bulbos de ajo (Allium
sativum) se evaluaron en larvas de R. microplus mediante la prueba de paquete larval. Obteniendo
un porcentaje de mortalidad aproximado de 85% para el aceite de romero a concentraciones entre
10 y 20%, mientras que para los aceites de orégano y ajo a concentraciones de 1,25 a 20% se
obtuvo una mortalidad entre 90 y 100%.

A continuacién, se describiran los mecanismos de accion de los principales componentes

quimicos en los acaricidas convencionales.

1.7 Mecanismos de accion de los acaricidas quimicos convencionales contra garrapatas

El mecanismo de accion se define como el proceso que explica la intervenciéon de una
molécula o compuesto sobre un sitio 0 una ruta metabdlica, de manera que pueda bloquear o
incrementar su funcionamiento y causar algun efecto sobre un individuo (Tashjian & Armstrong,

2011)
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En latabla 1, se explican los mecanismos de accidn de algunos de los grupos de compuestos

sintéticos mas usados en el tratamiento de la infestacion por garrapatas en bovinos.

Tabla 1.

Mecanismo de accion de los grupos de acaricidas comerciales mas comunes para el control de R.

microplus, estructuras quimicas de las acaricidas tomadas de la pubchem.

Acaricida

Mecanismo de accidn

Estructura quimica

Organofosforados

Actlan  principalmente  inactivando la
acetilcolinesterasa y blogueando la
degradacion de acetilcolina, por lo cual, las
concentraciones de acetilcolina aumentan y se
produce hiperexcitacion en el sistema nervioso
central (SNC) (Moreno, 2023). Algunos
ejemplos de acaricidas para este grupo son:
etion, Coumafos, Crotoxifos, Diazinon,
Fention, Malation, Triclorfon.

etién

Carbamatos

Actian  principalmente  inactivando la
acetilcolinesterasa y bloqueando la
degradacion de acetilcolina, por lo cual, las
concentraciones de acetilcolina aumentan y se
produce hiperexcitacién en el sistema nervioso
central (SNC) (Alvarez, 2016; Rivera, 2012).
Algunos ejemplos de acaricidas para este grupo
son:  Carbaril, Propoxur, Butocarb,
Carbanolato y Fenoxicarb

Propoxur
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Piretroides

Tienen un efecto neurotoxico sobre las
garrapatas, uniéndose a los canales de sodio y
prolongan la apertura de estas proteinas
transmembrana, retrasa el mecanismo de
inactivacion del impulso nervioso, de esta
manera se establece la configuracién abierta del
canal, produciendo hiperexcitacion, paralisis y
muerte (Gonzalez, 2012). Algunos acaricidas de
este grupo son: deltametrina, cipermetrina y
flumetrina

Deltametrina

Fenilpirazoles

Actuan bloqueando los canales del cloro, los
cuales estan controlados por receptores del
acido gama-amino butirico (GABA), los
acaricidas pertenecientes a este grupo, se unen a
estos receptores inhibiendo el GABA vy
permitiendo que los iones cloro sigan entrando,
paralizando y matando a la garrapata (Cabrera,
2022). Un compuesto muy comun en la
ganaderia perteneciente a este grupo es el
fipronil

Fipronil

Lactonas

macrociclicas

Estos compuestos se unen a un receptor de
glutamato ligado a canales del cloruro,
impidiendo el cierre de canales cloruro,
aumentando la permeabilidad y desencadenando
la hiperpolarizaciéon de la membrana, frenando
el estimulo nervioso y dando lugar a una
paralisis flacida (Aguilar et al., 2016). A este
grupo de acaricidas pertenecen: la ivermectina,
abamectina, doramectina y eprinomectina

lvermectina
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Formamidinas ~ Son compuestos que imitan la accién de la Amitraz
octopamina, tiene su efecto toxico en el SNC,
donde impide la accién reguladora de la

octopamina, generando sobreestimulacion de las J
sinapsis octopaminérgicas, acompafiados de Sy
temblores, convulsiones, anorexia, N)\H

desprendimientos e interrupcion de la
reproduccion (Rivera, 2012). Un compuesto
muy comun en la ganaderia perteneciente a este
grupo es el amitraz.

Como se menciond anteriormente, es importante conocer como esta ingresando una
molécula al individuo, es decir, el modo de accion; y entender de qué manera lo podria estar
afectando en una ruta especifica. Pero en los metabolitos de plantas ain no se conocen los
mecanismos de accién por los cuales se genera actividad acaricida sobre las garrapatas, se espera
que al conocer su interaccion con la diana farmacol6gica y comprobar su actividad, se pueda
avanzar en estudios posteriores para conocer su mecanismo de accion.

En este estudio se usaron los primeros 4 complejos de la cadena respiratoria mitocondrial
(CRM) como diana farmacoldgica, debido a la importancia en el transporte de electrones para la
respiracion celular y la produccion de energia necesaria para el funcionamiento de la célula. Se usé
también la acetilcolinesterasa (AchE) como diana farmacol6gica, porque como se puede observar
en la tabla 1 es la enzima inhibida por varios grupos de los compuestos acaricidas usados
actualmente (organofosforados y carbamatos). Ademas de ser un blanco farmaceutico por el cual,
una molécula afecta rapidamente el sistema nervioso central de un organismo, ocasionando

sobreestimulacion muscular, paralisis muscular, ataxia y muerte (Trang & Khandhar, 2019).
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1.8 Mitocondria, complejos de la cadena respiratoria y acetilcolinesterasa

La mitocondria es la encargada de producir la mayoria del adenosin trifosfato (ATP)
necesario para los procesos celulares, esta produccion de energia se da gracias a la cadena
respiratoria mitocondrial (CRM), la cual se localiza en la membrana mitocondrial interna. Esta
formada por cinco complejos de proteinas grandes y por dos pequefios componentes
independientes, la ubiquinona y el citocromo c. Del complejo I al 1V, se encargan del flujo de
electrones y la generacion de un potencial de membrana que es usado por la ATP sintasa o
complejo V para la sintesis del ATP (Sousa et al., 2018).

El transporte de electrones empieza en el complejo I, donde el NADH se oxida y dona
electrones, gracias a esta energia proveniente de la donacion de electrones se bombean cuatro (4)
protones desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana y luego los electrones son
transportados del complejo | a la coenzima Q (aceptor de electrones mas comun para el complejo
I 'y I1). En el caso del complejo I, el FADH: es oxidado a FAD" y transfiere electrones a la
ubiquinona (coenzima Q) que se reduce a ubiquinol (QHz), el cual conduce los electrones al
complejo 111y este finalmente transporta los electrones al citocromo ¢ (Cyt ¢). Posteriormente, el
complejo IV oxida al (Cyt c) y entrega los electrones al oxigeno, permitiendo la formacion de
moléculas de agua y un potencial electroquimico que serd usado por la ATP sintasa para

transformar el ADP en ATP (figura 4) (Sousa et al., 2018).

Figura 4.
Cadena respiratoria mitocondrial. En donde se observa: el complejo | (rosado), complejo Il
(morado), coenzima Q (amarillo), complejo 111 (azul), citocromo (fucsia), complejo IV (verde) y

ATP sintasa (morado oscuro). (Imagen adaptada de (Nelson & Cox 2009
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A continuacion, se explica detalladamente la funcién de los primeros cuatro (4) complejos
respiratorios como dianas farmacoldgicas usadas en este estudio.

Complejo I: El complejo | (NADH: ubiquinona oxidorreductasa) esta compuesto por 42
subunidades y ocho (8) centros hierro-azufre, tiene un papel central en el metabolismo celular, es
conocida como una bomba de protones impulsada por la energia de la transferencia electrénica.
Debido a que cataliza dos (2) procesos acoplados simultdneamente: el primero, la transferencia
exergonica de un H* desde el NADH hacia la ubiquinona, como se presenta en la siguiente ecuacion
(Lehninger, 2006; Rich & Marechal, 2010)

Ecuacion 1.
Reaccion redox llevada a cabo en el complejo | durante la transferencia de electrones

NADH + 5H"  (matriz) + Q > NAD™ + QH2 + 4H" (espacio intermembrana)

y el segundo, la transferencia endergonica de cuatro (4) protones desde la matriz mitocondrial hacia
el espacio intermembrana (Ecuacion 1).
Es importante mencionar que, un inhibidor reportado para el complejo | es la rotenona, la cual

disminuye la oxidacion del malato y el lactato por NAD*, ademas de inhibir notablemente la
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captacion de oxigeno. La inhibicion del complejo I por la rotenona causa la reduccion de todos los
componentes previos al punto de inhibicidn, inhibiendo la oxidacion de NADH por el complejo |
y aumentando la produccion de H20> en las mitocondrias(Baynes & Dominiczak, 2006; King et
al. 2009)

Complejo I1: También Ilamado succinato deshidrogenasa esta compuesto por cuatro (4)
subunidades proteicas, un sitio de unidn del succinato, tres (3) centros Fe-S y un (1) grupo hemo b
gue no participa directamente en la ruta de transferencia de electrones, pero ayuda a reducir la
pérdida de electrones fuera del sistema. Es mas sencillo en comparacion al complejo 1, pero
funciona como un segundo punto de entrada de un cofactor en la cadena de transporte de electrones.
Este proceso se da cuando los electrones que proporciona el succinato (por su oxidacion a
fumarato) van al FAD, luego a los centros Fe-S y finalmente al aceptor de ubiquinona (Lehninger,
2006; Maimo et al. 2024) Cuando se genera una interrupcion en este complejo el NADH vy el
FADH> no pueden ceder sus electrones, por lo que se da un aumento en la concentracion de estas
dos moléculas y disminuye la concentracion de NAD* y FAD, interrumpiendo también el
funcionamiento de las deshidrogenasas que las usan como cofactores (Guerra, 2014). Un inhibidor
reportado para el complejo Il es el dimetilmalonato (DMM), que actda interrumpiendo el flujo de
electrones hacia la ubiquinona, ademas fue usado recientemente en estudios enzimaticos para
inhibir el complejo 11 en la cadena respiratoria de R. microplus. Donde examinaron los efectos del
poliP en la cadena de transporte de electrones y F1Fo ATP sintasa de garrapatas durante su
desarrollo embrionario (Domingues et al., 2023).

Complejo I11: También llamado citocromo bcl o ubiquinona: citocromo ¢ reductasa. Esta
conformado por dos monémeros de 11 subunidades, es el encargado de catalizar la transferencia

de electrones desde el ubiquinol (QH2) hacia el citocromo ¢ por medio del transporte de cuatro (4)
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protones de la matriz mitocondrial al espacio intermembrana. (Covian & Trumpower, 2006). Esta
conformado por cuatro grupos prostéticos redox activos y un centro Fe-S, un citocromo c1 con un
grupo hemo c, y un citocromo b con dos grupos hemo b (Yu et al. 2013).

En el complejo 111 se da el ciclo Q, el cual comienza con la oxidacién del ubiquinol a
ubiquinona en el sitio Qo, donde dos electrones son cedidos a dos cadenas de componentes redox:
una cadena de alto potencial (Fe2-S. , citocromo cl) y una de bajo potencial (citocromos b).
Paralelamente, dos H* se liberan hacia el lado positivo de la membrana, es decir, hacia el espacio
intermembrana. El primer electron se transfiere al centro Fe,-S, de la proteina de Rieske para
transformarse en semi-ubiquinona (un estado intermediario), que cede un electrén y pasa al
citocromo c1, después al citocromo c, y finalmente al complejo IV (Iglesias, 2018; Macedo, 2012).
Cuando se inhibe el complejo 11, se evita el uso de la energia libre que da el paso de los electrones
para translocar protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana.

Un inhibidor reportado para el complejo Il es la Antimicina A, la cual impide la
transmision de electrones procedentes del complejo | o las flavoproteinas que contengan FADH:
hacia el citocromo c, ocasionando que los componentes que preceden al complejo 11 se reduzcan
y los posteriores al complejo 111 se oxiden (Baynes & Dominiczak, 2006)

Complejo 1V: Llamado también citocromo oxidasa, es un complejo que consta de 13
subunidades, el ultimo paso de la cadena respiratoria, es el encargado de transportar electrones del
citocromo C al oxigeno molecular Oz y reducirlo a H,O y bombear H* al espacio intermembrana.
Proceso que comienza con la transferencia de electrones uno a uno desde el citocromo C al centro
de cobre del primer grupo hemo que contiene hierro. Después pasan al segundo grupo hemo v al

tercer atomo de cobre (Nave, 2005).
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Luego de recibir los dos primeros electrones, se puede unir una molécula de oxigeno al
centro del complejo. Cuando llegan otros dos citocromos y, por tanto, otros dos electrones, se
extraen dos hidrogenos de la matriz. Seguidamente, la entrada de dos protones desde la matriz
mitocondrial permite la formacién de dos moléculas de agua (Nave, 2005).

Este proceso redox actlla como una bomba de H*, extrayendo 8 protones de la matriz y
entregando 4 al espacio intermembrana, donde son fundamentales en el proceso de fosforilacion
oxidativa para producir ATP (molécula de alta energia (Nave, 2005).

Para este complejo existen varios inhibidores reportados como la azida (N3-), el monéxido
de carbono(CO) y el cianuro (CN-). La inhibicién del complejo IV es crucial, pues los componentes
que preceden este complejo se reducen, pero al inhibirlo, el oxigeno no puede reducirse y ninguno
de los complejos puede bombear protones para que se dé la produccion de ATP. EI CN-y el CO,
se fijan también a la hemoglobina y, por tanto, no pueden transportar oxigeno (Baynes &
Dominiczak, 2006).

Como se menciono anteriormente, para este estudio se seleccionaron subunidades para cada
complejo con las que se realizaron los analisis in silico, a continuacion, se explica la importancia
de cada subunidad en el transporte de electrones:

Para el complejo I: se eligio la NAD4, Cadena 4 del complejo | porgue es crucial para que
el NADH se oxide y se transfieran electrones a la ubiquinona (Lehninger, 2006).

Para el complejo Il: se eligié subunidad de hierro-azufre, mitocondrial, la cual transporta
los electrones que vienen del FAD hacia la ubiquinona (Lehninger, 2006).

Para el complejo I1l: se eligié Cytochrome b-c1 Rieske, mitocondrial, la cual transfiere un
electron al centro Fe-S y ese electrdn se libera al Fe del grupo hemo presente en el citocromo ¢

(lglesias, 2018).
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Para el complejo IV: se eligio la COX1 Subunidad 1, la cual forma el nicleo de complejo
IV, junto con COX2 y COX3, COX1 es la encargada de coordinar un centro metalico binuclear

formado por un atomo de Cu (Cug) y un atomo de hemo as,

Por otro lado, la segunda diana farmacoldgica que se eligi6 para este estudio fue la
acetilcolinesterasa, la cual se explicara con detalle a continuacion:

Acetilcolinesterasa: La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima que pertenece al grupo
de las hidrolasas y estd presente en la mayoria de los seres vivos, tanto vertebrados como
invertebrados. Se encuentra en el sistema nervioso y en los musculos (en el sitio de unién de una
neurona motora y una fibra muscular), esta enzima se encarga de hidrolizar el neurotransmisor
acetilcolina (ACh) en acetato y colina (Trang & Khandhar, 2019) (figura 5).

Figura 5.

Mecanismo de accidn en la hidrolisis de la acetilcolina.
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La ACh es un neurotransmisor que participa en la sinapsis colinérgica en el sistema
nervioso, el proceso de sinapsis permite la transmision de la sefial nerviosa hacia el sistema
nervioso central y periférico. La acetilcolina es sintetizada a partir de colina y acetil CoA, a nivel
neuronal, juega un papel fundamental en la neurotransmision, porque una vez liberada al espacio
sinaptico, puede ejercer sus efectos sobre los receptores postsinapticos, donde la acetilcolinesterasa

rompe la acetilcolina para formar acetato y colina, deteniendo la sefial del neurotransmisor en la

34


https://paperpile.com/c/VXDrPL/RPWr

METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS EN Rhipicephalus microplus

célula sinaptica. La colina se absorbe de nuevo a nivel neuronal, permitiendo la formacion de
moléculas de acetilcolina que pueden ser usadas en la siguiente sefial (Trang & Khandhar, 2019).

Los compuestos quimicos que inhiben la AchE cuando ingresan al organismo pierden un
grupo sulfuro, que es reemplazado por oxigeno y se forma un oxén (compuesto quimico donde se
reemplazé un enlace fosforo-azufre por un enlace fosforo-oxigeno), el cual inhibe potentemente la
AchE (Arroyo & Fernandez, 2013).

Las interacciones que afectan el proceso llevado a cabo por la ACh pueden ocasionar
pérdida parcial o completa de la actividad enzimética (Arroyo & Fernandez, 2013; C. Castillo &
Andrés, 2014). En resumen, como la acetilcolinesterasa participa en la hidrolisis de colina que es
un mensajero de la sinapsis entre nervios y musculos, al ser inhibida se da una acumulacion de
acetilcolina, lo que conduce a una sobre estimulacion de impulsos nervio-musculo, llevando a una

paralisis muscular y finalmente la muerte (figura 6) (Rodriguez et al. 2018)

Figura 6.

Mecanismo de accidon de la acetilcolinesterasa en la neurotransmision. (Borrero, 2018)
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En cuanto a inhibidores reportados de la AchE existen varias moléculas reportadas sobre
esta diana, que ademads, son usadas como acaricidas en bovinos para tratar la infestacion por
garrapatas, como se puede ver en la tabla 1.

En sintesis, las dianas farmacoldgicas seleccionadas para este estudio son cruciales en un
organismo vivo, debido a que su inhibicion afecta procesos de produccion de energia en el caso de
los complejos respiratorios y sefiales nervio-musculo en el caso de la acetilcolinesterasa. La
acetilcolinesterasa es una diana farmacoldgica estudiada ampliamente, existe un grupo importante
de acaricidas comerciales como los organofosforados que afectan esta enzima.

Algunos estudios en garrapatas con énfasis particularmente en la AChE y algunos pocos en la
mitocondria, permitiran tener un punto de partida y comparacion con este estudio. A continuacion,
se relacionan dos investigaciones recientes:

Domingues y col. (2023), examinaron los efectos del polifosfato inorgéanico (poliP) en
enzimas de la cadena de transporte de electrones y la ATP sintasa en huevos de R. microplus,
encontrando que los poliP que contienen cadenas medias y largas (poliP1s y poliPss) mejoraron la

actividad de complejo I, 11l y F1Fo ATP sintasa, pero las cadenas cortas de poliP (poliP3) no
36
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tuvieron efecto. También se estudié el efecto del poliP en la permeabilidad mitocondrial,
encontrando que causa hinchazén mitocondrial al aumentar los efectos del calcio en el poro de
transicion de la permeabilidad mitocondrial, lo que permite aumentar la comprension de la funcién
del poliP en el metabolismo mitocondrial de garrapatas. Si bien el estudio de Domingues y col.
(2023) toma como diana farmacoldgica la mitocondria, el enfoque es entender el papel del poliP
en la cadena respiratoria, no inhibirla, como es el caso del proyecto de investigacion presentado
aqui.

Por otro lado, en el estudio reportado por Garcia (2020) se caracterizd la actividad
enzimatica de la AchE con el fin de evaluar la resistencia a organofosforados de dos poblaciones
de garrapatas R. microplus y también se evaluaron las actividades acaricidas in vitro de extractos
metanolicos de hojas de las plantas Artemisia ludoviciana y Cordia boissieri y de la semilla de
Litchi chinensis a tres concentraciones (50, 100 y 150 mg/mL). Observando que el extracto de L.
chinensis, mostré una mortalidad de 99.44% en la poblacién uno y 99.73% en la poblacion 2. El
extracto de A. ludoviciana, mostr6 mortalidad de 89.34% y 89.21% para las poblaciones uno y dos,
respectivamente y el extracto de C. boissieri tuvo un porcentaje de mortalidad del 33.04% y
10.33% para las poblaciones uno y dos respectivamente. Sin embargo, en este estudio no se
conocen los metabolitos responsables de la actividad acaricida sobre R. microplus ni su mecanismo

de accion.

1.9 Métodos comunes para bioensayos con garrapatas

El método por paquete larval y el método de inmersion larval son muy frecuentes cuando
se evalUa actividad acaricida en garrapatas, muchos estudios han reportado su uso en estadio larval
(Barrios, 2021; Bogado 2022; Contreras et al. 2024; Saines 2022;). Ademas, la prueba de paquete
larval ha recibido reconocimiento internacional debido a su gran utilidad practica, considerandose
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una de las técnicas mas reproducibles en bioensayos con artropodos (Robertos & Perez, 2017). En
cuanto a la prueba de inmersion larval, el objetivo es similar al del paquete larval, se obtienen
resultados rapidos y reproducibles, estudios comparativos indican que los resultados de esta prueba
pueden ser comparados con los resultados de la prueba de paquete larval (Robertos & Perez, 2017).
Por tanto, se consideran ensayos convenientes y bien soportados para emplear en este trabajo de
investigacion.

Estos métodos son Utiles para evaluar actividad in vivo, luego de realizar un previo analisis
in silico. Una herramienta muy usada en la actualidad para el analisis in silico es el cribado

computacional, el cual se explicara con detalle a continuacion:

1.10 Cribado de compuestos asistido por técnicas computacionales

El cribado virtual consiste en identificar, disefiar y analizar el potencial farmacologico de
una molécula usando métodos computacionales (Prieto & Medina, 2019). Es por ello, que la
industria del desarrollo e investigacion de farmacos ha invertido grandes cantidades de dinero y
tiempo para identificar potenciales productos, se estima que la inversion para el desarrollo de un
farmaco oscila los 800 millones de ddlares y puede tardar entre 10 y 15 afios (Saldivar et al., 2017).
Hoy en dia, gracias a los avances tecnolédgicos es posible predecir procesos bioldgicos, calcular
propiedades y comparar estructuras quimicas en masa de manera sistematica, ahorrando tiempo y
dinero en las posibles pruebas de laboratorio que se realicen posteriormente, acelerando la
busqueda de compuestos bioactivos y teniendo resultados muy eficientes y precisos (Prieto &
Medina, 2019). Se puede decir que el disefio de farmacos asistido por computadora es exitoso, pues
hay varios ejemplos representativos de farmacos que han sido identificados por este método como:
captropil, oseltamivir, dorzolamida, aliskiren, boceprivir (Prieto & Medina, 2019). Ademas, los

estudios computacionales han permitido entender el modo de accion de los principios activos de
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los compuestos y la mejora en las propiedades de farmacos sintéticos, asi como la reduccion de sus
efectos secundarios, por medio de compuestos quimicos aislados de plantas.

El disefio e identificacién de nuevos farmacos o compuestos con bioactividad usando
métodos computacionales se puede dividir en dos tipos segun la disponibilidad de informacion
experimental: SBDD (Structure Based on Drug Design) y LBDD (Ligand Based on Drug Design).
Para emplear SBDD es necesario conocer la estructura tridimensional y funciones bioldgicas de la
proteina diana para estimar los compuestos que tienen capacidad de interaccionar con una proteina,
con alta selectividad y afinidad (Shanmugam & Jeon, 2017).

Para LBDD se usan las caracteristicas estructurales y quimicas que deben tener las
moléculas que se vayan a unir a la proteina, para ello lo que se hace es construir un modelo
farmacoforo. Este modelo de farmacoforo emplea la alineacion de multiples ligandos que puedan
determinar las caracteristicas quimicas que le confieren bioactividad (Shanmugam & Jeon, 2017).

En el caso puntual de este estudio no se conoce la estructura tridimensional de todas las
proteinas a evaluar, pero se conocen las dianas farmacologicas de interés y los metabolitos que se

van a usar, por lo cual se emple6 el método LBDD para predecir las interacciones proteina-ligando.

1.11 Acoplamiento molecular

El docking o acoplamiento molecular es una estrategia bioinformatica usada para predecir y
calcular de forma computacional la pose mas favorable en la que pueden interaccionar un ligando
y una proteina, esto se logra por medio de representaciones tridimensionales. Ademas, se trata de
una herramienta bioinformatica que no cuenta con una regla general para llegar a un resultado
optimo, debido a que cada programa cuenta con sus propios criterios y métodos de seleccion

(Ballon & Grados, 2019)
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1.11.1 Maestro de Schrédinger

Dentro de los programas usados hoy en dia para la prediccion computacional se encuentra
el software Maestro de Schrddinger, el cual cuenta con una interfaz grafica que permite generar
modelos, visualizar sistemas 3D, realizar analisis estructural cuantitativo, encontrar informacion
sobre propiedades moleculares, gestionar y analizar datos de propiedades de la estructura (Letelier,
2021) Ademas, Maestro ha sido usado por compafiias como Bayer en el estudio y descubrimiento
de farmacos candidatos a desarrollo clinico (Powell, 2020). Sus principales ventajas son:
Visualizacion molecular, disefio de farmacos basado en la estructura, modelado cuantitativo de la
relacion estructura-actividad, cribado de alto rendimiento, integracién y automatizacion del flujo
de trabajo (Schrodinger software, 2023).
El uso de esta técnica computacional permite estudiar compuestos con potencial farmacolégico de
una manera mas rapida y econémica porque permite filtrar los compuestos més favorables para los
posteriores analisis experimentales dentro de un gran nimero de moléculas iniciales.
A continuacion, se presenta el orden de herramientas que se usan en maestro para realizar docking
molecular: Para minimizar errores y garantizar resultados mucho més precisos en el docking
molecular es importante refinar y precisar las estructuras de proteinas y ligandos. Maestro de
Schradinger, cuenta con la herramienta Protein Preparation Wizard que permite preparar las
proteinas objetivas, con el fin de optimizar enlaces de hidrogeno, agregar atomos de hidrégeno,
eliminar choques atdmicos y llevar a cabo operaciones que no forman parte del proceso de
refinamiento de la estructura cristalina de rayos X (Schrodinger, 2021).
Para la preparacion de ligandos, Maestro posee la herramienta Ligprep que convierte las
estructuras moleculares 2D a 3D, con una alta precision y energia minimizada, corrigiendo
estructuras de Lewis con el fin de minimizar errores en el proceso computacional (Hernandez,

2019). En la preparacidn, se tiene en cuenta la configuracion de la quiralidad y estereoisomeria, la
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generacion de todos los posibles estados de protonacion en un rango de pH de 7,2 £ 0,2, y la
generacion de tautdmeros, asi como la busqueda de los estados de menor energia basados en el
calculo teorico del valor de pKa (Prieto & Ulloa, 2016).

Para obtener una mejor estructura molecular del ligando, con energias libres de solvatacion
y enlace, se usa el campo de fuerza que consiste en un conjunto de pardmetros que permiten
calcular las fuerzas interatomicas, para que el sistema evolucione durante una simulacién
atomistica (Conflitti et al., 2023). EI campo de fuerza ideal en el disefio de farmacos es OPLS3e,
porque comparado con el campo OPLS3, incrementa la cobertura del espacio quimico
significativo medicinalmente (Roos et al., 2019).

Cuando el sitio drogable (sitio de interaccidn) de la proteina que se estudia es desconocido,
se puede predecir computacionalmente usando la herramienta Site Map, la cual permite distinguir
las subregiones del sitio de unién y evaluar facilmente la complementariedad de un ligando y un
receptor.Presentando un conjunto de datos cuantitativos con coordenadas que son energéticamente
favorables en el espacio tridimensional x,y,z y magnitud de cada coordenada, permitiendo
seleccionar el mejor sitio de interaccion de la proteina. El valor del puntaje del sitio o puntaje D>1,
si los ligandos tienen potencial farmacologico (Halgren, 2009). La herramienta Grid generation
se usa para definir el area especifica de la proteina objetiva en la que se realizara el acoplamiento
proteina-ligando (Letelier, 2021).

La herramienta que ofrece el software Maestro para realizar el acoplamiento molecular se llama
Glide y permite realizar un acoplamiento de ligando-receptor de alto rendimiento para acelerar el
disefio de farmacos basado en estructuras. Cuenta con modos de precision desde HTVS (deteccién
virtual de alto rendimiento) que permite analizar millones de compuestos limitando el muestreo

conformacional, pasando por SP (precision estandar) que tiene en cuenta interacciones lipdfilas,
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puentes de hidrogeno entre atomos neutros, puentes de hidrégeno entre un &tomo neutro y un atomo
cargado, interacciones entre metales y atomos aceptores anionicos, incorpora las contribuciones
energéticas Coulombianas y de van der Waals de la interaccion ligando —receptor, e introduce un
modelo de solvatacion al medir la exposicion del ligando a posibles moléculas de agua en el sitio
de unién y finalmente XP (extra precision) permite evaluar un mayor numero de posiciones del
ligando dentro del sitio de union (Ruiz, 2018).

Después de realizar el acoplamiento ligando-receptor, Maestro arroja valores de docking
score, lo cual predice la afinidad del ligando por la proteina para cada pose o acoplamiento (cuanto
mas negativo sea este valor, mejor es la interaccién ligando-proteina). Maestro también permite
calcular energias de afinidad de las mejores poses seleccionadas luego de usar el modo XP, para
esto emplea la herramienta prime MM-GBSA, donde una mejor energia de afinidad se relaciona
con valores mas negativos porque una energia libre de union mas negativa (AG), se refiere a una
conformacién mas estable (Schrodinger software, 2023).

Después de filtrar las moléculas con mejores interacciones y puntuaciones, Maestro ofrece la
herramienta Qikpro, que permite determinar las propiedades farmacocinéticas y fisicoquimicas de
una molécula, luego de un analisis exhaustivo, con el fin de predecir de manera rapida su perfil
farmacoldgico, asi como el cumplimiento de las reglas de Lipinski: Peso molecular <500 NUmero
de donadores de hidrogeno (NDH) <5; Numero de aceptores de hidrogeno (NAH) <10;
coeficiente octanol/agua (LogPo) < 5 (Natarajan et al., 2015).

En la seleccion de compuestos promisorios también es importante analizar las propiedades ADME,
las cuales se refieren a los procesos farmacocinéticos por los que debe pasar un farmaco desde que
inicia su recorrido por la via de administracion hasta que llega al sitio de union o diana

farmacoldgica, la sigla ADME indica absorcion, distribucion, metabolismo y excreciéon (Buxton
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& Benet, 2012). Para estudiar las propiedades ADME de cada molécula se usé la herramienta
virtual gratuita SwissADME. También se tuvieron en cuenta sus concentraciones toxicas a nivel
cutaneo, inhalatorio y oral.

Garantizar el cumplimiento de las propiedades ADME vy reglas de lipinski a la hora de elegir una
molécula para realizar estudios in vivo es de suma importancia debido a que permiten predecir y
detectar el comportamiento de las moléculas desde la entrada al organismo hasta la permeacion de
membranas bioldgicas (Castillo & Acelotl, 2018), también son utiles al buscar moléculas que sean
seguras tanto para el bovino como para la persona que las manipula u otras especies no objetivo.
Por otro lado, es importante mencionar que para el estudio molecular de proteinas que no se conoce
su estructura tridimensional, es posible construir modelos de homologia, los cuales son

predicciones tridimensionales en los que se obtiene un modelo preciso (Chalarca & Gaviria, 2020).

1.12 Modelos de homologia y Alphafold

Cuando se estudia una proteina es de suma importancia conocer su funcionamiento y esto
es posible cuando se conoce su estructura 3D, porque se pueden estudiar los aminoacidos que
contribuyen a su estabilidad, los que forman su superficie, los que participan en su funcionamiento
y los que interaccionan con otra molécula (John & Sali, 2003). No todas las estructuras cristalinas
de las proteinas identificadas en un organismo se encuentran reportadas en bases de datos, aqui es
cuando el modelado de homologia es Gtil. Cuando no se tiene informacién de la estructura 3D de
la proteina, se realiza un modelo de homologia basado en la similitud de secuencias primarias de
la proteina objetivo con una estructura homologa. La precision de estos modelos predichos depende
de la plantilla seleccionada, normalmente los modelos de homologia con porcentaje de identidad

superior a 70% se consideran confiables en aplicaciones farmacoldgicas (Robinson et al., 2014).
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Para realizar este proceso de modelado comparativo primero se hace una busqueda en la
base de datos BLAST buscando una plantilla adecuada y se eligen las secuencias que son mas
semejantes con la secuencia primaria de la proteina de interés, buscando un porcentaje de similitud
mayor a 30% para reducir errores computacionales. Luego se construye la estructura tridimensional
con base en los segmentos y posiciones de los atomos que coinciden en la plantilla y la proteina
modelada (David et al., 2022; Fiser & Sali, 2003).

Hoy en dia existen herramientas que permiten realizar modelados de manera rapida y
precisa, como lo es la inteligencia artificial (1A), debido a que ha sido usada desde la década de los
50 en diversas areas de la quimica y sobre todo en la quimica farmacéutica (Gasteiger, 2020).
Gracias a los avances tecnologicos y el desarrollo paralelo de teorias y modelos se ha acelerado su
aplicacion en los ultimos afios. El objetivo de continuar adoptando la 1A en el proceso de desarrollo
de farmacos es aumentar las tasas de éxito de las moléculas que puedan llegar a ser probadas en
fase clinica (Saldivar et al., 2023)

En la actualidad, se cuenta con la herramienta Alphafold, que usa redes neuronales de
aprendizaje profundo y procedimientos de entrenamientos basados en las estructuras
tridimensionales de las proteinas establecidas experimentalmente, permitiendo la construccion de
estructuras 3D de cualquier proteina no caracterizada usando solo su secuencia primaria
(Matsingos et al., 2021). Comparado con otros métodos de modelado, Alphafold es considerado
un programa de alta precisién, mostrando un valor de RMSD (medida de la distancia promedio
entre un grupo de atomos) alrededor de 0.96, en comparacidn con otros enfoques que alcanzan
2.80 (Senior et al., 2020). A partir de la secuencia primaria de una proteina, Alphafold realiza una

busqueda profunda de secuencias relacionadas en bases de datos y modela las posiciones 3D de
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los aminoéacidos, calculando las distancias entre aminoacidos adyacentes y los angulos
correspondientes de los enlaces peptidicos para predecir su estructura 3D (Senior et al., 2020).

Cuando se tiene el modelo de homologia construido, se emplea el acoplamiento o docking
molecular para evaluar interacciones importantes, obteniendo las conformaciones mas estables del
complejo proteina-ligando.

Actualmente, varios estudios han empleado Alphafold y han encontrado resultados
interesantes, como el de Capufiay y col. (2024), quienes reportan un estudio con RmlIA de K.
penuminiae resistente a antibioticos, donde se construyd un modelo con Alphafold y se evalu6 su
interaccion con 14100 ligandos, se eligieron los ligandos con mejores puntuaciones luego del
docking molecular para encontrar una alternativa terapéutica a los antibioticos. Luego del analisis
computacional se encontraron valores de energia libre de interaccion para farmacos con el sitio
enzimatico de RmlA de Klebsiella pneumoniae spp. Dentro de los farmacos aprobados por la FDA
(Food and Drug Administration) se encuentran: Dolutegravir (-97.170 kcal/mol), Altol (-95.650
kcal/mol) y Omeprazole (-95.550 kcal/mol). Otro estudio realizado por Aguer (2023) indica el
modelado de Trichoderma con Alphafold usando como plantilla Saccharomyces cerevisiae, con el
fin de evaluar interacciones aminoacidicas y entender las adaptaciones funcionales que ha
desarrollado esta especie de hongo, que es muy usado en el control biologico de cultivos de arroz,
cebada, soya, trigo, maiz, etc. Se encontr6 que la enzima B-1,3-glucanosiltransferasa interviene en
la remodelacion de la pared celular y patogenicidad del hongo. Estos estudios respaldan la
viabilidad en el uso de los modelos obtenidos por la herramienta Alphafold y la posibilidad de
obtener resultados confiables y precisos.

Con base en lo expuesto anteriormente, a continuacién, se describen los objetivos que se

plantearon en este trabajo de investigacion:
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General
Seleccionar metabolitos secundarios de plantas con posible actividad acaricida en Rhipicephalus
microplus tomando como diana farmacoldgica proteinas mitocondriales y la acetilcolinesterasa.
2.2 Objetivos Especificos

Disefiar una base de datos con metabolitos secundarios provenientes de plantas.

Identificar metabolitos secundarios con posible actividad acaricida en Rhipicephalus
microplus mediante un screening virtual o docking molecular teniendo en cuenta disposicion
comercial y propiedades ADME.

Validar la actividad acaricida in vivo de los compuestos seleccionados mediante screening

virtual, en larvas de garrapatas Rhipicephalus microplus.

3. Metodologia general del proyecto
A continuacion, se describe en orden cronoldgico la metodologia usada a lo largo del
proyecto. Como se puede observar en la figura 7, para este estudio se llevaron a cabo tres fases:

una fase preliminar, seguida de la fase in silico y por ultimo una fase in vivo.

Figura 7.

Esquema metodoldgico del proyecto.
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En la siguiente sesion se explica la metodologia empleada para llevar a cabo el analisis
computacional y la discriminacién de moléculas, partiendo de una base de datos de 300 metabolitos
hasta llegar a un total de 7 moléculas con posible actividad acaricida.

Para la fase in silico se hizo un andlisis computacional usando docking molecular una
técnica ampliamente usada en la bioinformatica debido a que permite observar las interacciones
entre ligandos y proteinas, asi como conocer las energias de cada interaccion, para este estudio se
empled el software Maestro de Schodinger.

3.1 Metodologia fase preliminar

Para esta fase se hizo una basqueda y seleccién de 300 metabolitos secundarios presentes
en extractos de plantas (Anexo 1). Los extractos de plantas se encuentran reportados en la literatura
con actividad acaricida, sin embargo, no se especifica que metabolitos secundarios son
responsables de su actividad, para lo cual se consultd en otras publicaciones la caracterizacion
quimica de dichos extractos para conocer las moléculas involucradas en su composicién. Luego se

realizd una busqueda de la estructura quimica de cada una de estas moléculas con ayuda de la
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plataforma de uso libre Pubchem, con esta informacion se organizo y construyo la base de datos

de este estudio.

3.2 Metodologia fase in silico

3.2.1 Secuencia primaria y modelos de homologia
Las estructuras tridimensionales de las subunidades proteicas no se encuentran

caracterizadas en la literatura, por lo que se realiz6 un modelado de homologia con ayuda del

software Alphafold y la estructura primaria o secuencia FASTA proporcionada en la Uniprot.

3.2.2 Preparacion de ligandos y proteinas de interés
Para preparar los 300 ligandos (metabolitos) seleccionados en este estudio se usoO la

herramienta Ligprep de Schrddinger, Inc.
Luego de preparar los ligandos, se revisaron sus propiedades ADME con ayuda de la
herramienta Qikpro de Maestro, Schroédinger, Inc. Para preparar las proteinas se uso la herramienta

Protein Preparation Wizard.

3.2.3 Posible sitio de interaccion
Para determinar el posible sitio de interaccién entre las proteinas de interés y los ligandos

se utilizé la herramienta Sitemap en Maestro de Schrddinger. En este estudio se seleccionaron las
coordenadas con mejor precision dentro del grupo de las coordenadas energéticamente favorables
arrojadas por Sitemap, para el caso de esta herramienta las coordenadas mas precisas son las que
se muestran en el mapping site 1. Luego, con la herramienta Grid generation se definio el area
especifica de la caja en la que realizo el acoplamiento proteina-ligando para cada subunidad, como
se indica a continuacion:

En este estudio los ligandos se acoplaron en una grid box de 20 A.
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Tabla 2.

Coordenadas de la caja arrojadas por site map para cada subunidad.

Subunidad Coordenada X CoordenadaY Coordenada Z
Subunidad NAD4, Cadena 4 del complejo 219 161 146
I
Subunidad hierro-azufre, mitocondrial -9 -17 -47
Subunidad Rieske mitocondrial 33 34 37
Subunidad COX1 Subunidad 1 10 3 7
AchE 10 75 47

3.2.4 Docking molecular de los ligandos
Se usé la herramienta Glide de Maestro para realizar el acoplamiento de alto rendimiento

proteina-ligando basado en estructuras, primero se aplicé el modo de precision estandar (SP) a los
300 metabolitos de la base de datos inicial, luego se eligieron las mejores poses por ligando y se
realizé un acoplamiento de extra precision (XP) con 120 metabolitos. Para los 2 modos de precision
se generaron al menos 10 poses por ligando, luego se empled la herramienta Prime MM-GBSA,
que permitié optimizar los pardmetros de energia de afinidad calculada mediante la interaccion
proteina-ligando, eliminar iones metélicos, presencia de puentes de hidroégeno y moléculas de
solvente.

Después de generar el docking molecular, se eligieron los compuestos con mejor docking
score. A este grupo de moléculas con mejores valores in silico se le verificaron las propiedades de

Lipinski y ADME.
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El factor costo, que hace referencia al valor comercial del metabolito puro, fue el parametro

final que se tuvo en cuenta para la eleccion de los compuestos que se evaluaron en la fase in vivo.

3.2.5 Visualizacion
Las poses de acoplamiento que se generaron con el software Maestro de Schrodinger se

cargaron directamente al programa PyMOL en formato PDB y se visualizaron las interacciones de

cada ligando y compuestos de referencia con la proteina trabajada.

3.3. Metodologia fase in vivo

En esta fase se comprobo la actividad acaricida de los siete (7) metabolitos seleccionados
por docking molecular. Para esto, se usaron dos (2) metodologias, una llamada paquete larval y el
otro llamado inmersidn larval. Para los dos métodos se usé el etion cémo control positivo debido
a que pertenece al grupo de los organofosforados, los organofosforados se catalogan como el grupo
de compuestos quimicos mas utilizados como acaricidas en el sector ganadero (Roa & del Pilar,
2021) . Ademas, uno de los acaricidas comerciales mas usados hoy en dia por los ganaderos
colombianos (Montero et al., 2024).

A continuacion, se explicara la metodologia usada para cada ensayo realizado para la fase in vivo:

3.3.1 Metodologia para manejo de las garrapatas dentro y fuera del laboratorio

Para el trabajo de investigacion se manipuld la especie de garrapata R. microplus en tres
(3) estadios de su ciclo de vida (huevo, larva y adultas ingurgitadas). A continuacién, se muestra
una breve descripcién del protocolo que se emple6 para todo su tratamiento dentro y fuera del

laboratorio.
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3.3.1.1 Colecta de garrapatas adultas ingurgitadas

Las garrapatas hembras ingurgitadas se colectaron en la empresa el Paraiso
Agroecoturistico, en su finca ubicada en el municipio de Betulia, Santander, Colombia. Las
garrapatas, se desprendieron a contrapelo de la piel de los bovinos, sujetandolas y haciendo presion
constante hacia arriba hasta retirarla completamente, de esta manera se garantiza que no quede el
hipostoma de la garrapata dentro de la piel de la vaca, pues esto podria ocasionar quistes e

infecciones en el bovino (Zotal Laboratorios, 2018).

3.3.1.2 Transporte de garrapatas ingurgitadas al laboratorio

Las garrapatas desprendidas se almacenaron en tarros sellados con un pedazo de tul de tela
de poro fino y una tapa plastica con una malla fina de alambre, con el fin de evitar fugas de las

garrapatas y suministrar oxigeno suficiente para ser llevadas al laboratorio de forma integra.

3.3.1.3 Limpieza de garrapatas adultas ingurgitadas que ingresan al laboratorio
Las garrapatas al ingresar al laboratorio fueron limpiadas usando un protocolo de

higienizacion sencillo que consistio en retirar manualmente los posibles pelos o restos de estiércol
bovino (cuando las garrapatas gque se retiraron se encontraban en la cola), luego se dispusieron en
papel absorbente y se lavaron con agua destilada. Luego se secaron sobre una servilleta para

eliminar el exceso de humedad y asi evitar proliferacion de hongos en su superficie.

3.3.1.4 Incubacion de garrapatas adultas ingurgitadas en el laboratorio
Una vez adecuadas las garrapatas ingurgitadas, se dispusieron ventralmente sobre un trozo

de papel filtro, asegurando que no se muevan con ayuda de un trozo de cinta doble faz y dentro de
una caja de Petri. Se almacenaron en el insectario del laboratorio del CINTROP, donde hay un
periodo de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad, con una humedad de 80-90% y temperatura de
27-29 °C
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3.3.1.5 Colecta de huevos de garrapatas en el laboratorio

El periodo de oviposicion suele ser de 21-26 dias bajo las condiciones de temperatura y
humedad mencionadas anteriormente, por lo que se realizaron dos colectas de huevos durante este

periodo.

3.3.1.6 Incubacidén de huevos en el laboratorio
Los huevos colectados se almacenaron (en grupos pequefios de aproximadamente 50-60

mg por cada recipiente) en viales de vidrio de 10 mL provistos de una tapa de algoddn, con el fin
de mantener los requerimientos de humedad diariamente. Estos huevos se monitorearon

constantemente bajo el estereoscopio para determinar la fecha de eclosion de las larvas.

3.3.1.7 Incubacion de larvas en el laboratorio
Una vez iniciado el periodo de eclosion de las larvas, se contabilizaron de 7 a 14 dias de

edad para poder realizar los ensayos experimentales. La manipulacion de las larvas se realiz6 con

ayuda de un pincel No.0 de punta suave.

3.3.1.8 Protocolo para desechar garrapatas adultas y larvas
Las garrapatas adultas y larvas, posterior a su uso en los ensayos se llevaron a una bolsa

plastica sellada y debidamente marcada al congelador por un periodo de 24 h; pasado este tiempo

se dispuso en la caneca de residuos biologicos.

3.4 Paquete de larvas o test de paquete larval

Este ensayo se bas6 en el protocolo reportado por Adenubi y colaboradores (2018),
realizando algunas modificaciones para adaptarlo a las condiciones del laboratorio CINTROP
como se describe en la figura 8. Como control positivo se uso etién a 750 ppm, debido a que esta

es la concentracion que indica la etiqueta para el tratamiento de garrapatas en bovinos y se usé
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agua tipo | como solvente. Se usé también un blanco negativo que corresponde al solvente de las
soluciones de trabajo para los ensayos experimentales. En el caso de los ensayos de paquete de
larvas se uso la acetona, aprovechando su volatilidad, de manera que al depositar las larvas sobre
el paquete solo se encuentre presente el metabolito. Para cada paquete se usaron 15 larvas de 7 a
14 dias de edad, realizando 4 réplicas por concentracion de cada compuesto, y posteriormente se
contaron larvas vivas y muertas cada 24, 48 y 72 horas para determinar el porcentaje de mortalidad.
Se realizaron réplicas también en tres dias diferentes bajo las mismas condiciones, para un total de
180 individuos por concentracion de trabajo.

En estos ensayos se evaluaron inicialmente tres (3) concentraciones diagndsticas para cada
metabolito (100, 365y 1000 ppm), con el fin de obtener una aproximacion a la CLso (concentracion
de letalidad del 50% de los organismos). Para el metabolito con mejor porcentaje de mortalidad en
la prueba diagndstica, se evaluaron siete (7) concentraciones (50, 100, 350, 500, 750, 1000 y 1300

ppm) con el fin de obtener un valor de CL50 a través de un analisis Probit.

Figura 8.
Protocolo experimental para ensayos de actividad acaricida por paquete de larvas modificado

(Adenubi et al., 2018)
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a 14 dias de edad

A ©
Dejar secar 2h ', / wJ )
\ W
| & " ‘, L

Impregnar con 400 ‘ /\
L de solucién Q Poner larvas de 7 . r

\. /

Cono y tapa con papel

filtro tipo cualitativo Poner el cono vy tapa con
papel filtro sobre un vaso Poner algoddn humedo en el Evaluar % mortalidad
plastico de 1.5 oz fondo del vaso(garantizar cada 24,48 y 72h
humedad 80-90% y 27-29°C)
) 4 réplicas x 3 dias

NOTA: Esquema realizado por la autora en el software Biorender

3.5 Inmersion larval

El segundo ensayo que se realizd en este trabajo de investigacion fue la prueba de inmersion
larval, para el cual se usaron 25 larvas por réplica y se realizaron cuatro réplicas por concentracion
de compuesto, contando larvas vivas y muertas cada 24, 48 y 72 horas. De igual manera, se
realizaron réplicas en tres dias diferentes para un total de 400 individuos por cada andlisis. Se tuvo
en cuenta el protocolo de (Klafke et al., 2021), realizando algunas modificaciones para adaptarlo
a las condiciones del laboratorio CINTROP, como se puede observar en la figura 9.

Para los ensayos de inmersion se usé el etanol al 10% como solvente o blanco negativo,
debido a que la acetona presentaba alta mortalidad al sumergir las larvas por 10 minutos, diferentes
estudios reportan el desarrollo de protocolos de inmersion larval usando concentraciones de
etanol/agua que van desde 1%, 8% hasta 50% (Novato et al., 2022; Ramirez et al., 2016; Sousa et
al., 2022). Por tanto, se evaluaron los siete metabolitos a una concentracion de 10% etanol/agua .

En estos ensayos se evaluaron inicialmente tres concentraciones diagndsticas para cada

metabolito (100, 365 y 1000 ppm), con el fin de obtener una aproximacion a la CLso y para el
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metabolito con mejor porcentaje de mortalidad se evaluaron siete concentraciones (150, 320, 450,
550, 750, 900 y 1000 ppm) para obtener un valor de la CLsg por medio del andlisis Probit.
Figura 9.

Protocolo experimental para ensayos de actividad acaricida por inmersion larval modificado.

basado en (Klafke et al., 2021)

Agregar 100 larvasen 2

mL de solucion, agitar ‘
manualmente 10(s)
w O

. . . .
. ' » L . .
% 4 * saica A ' i i I A
b
. . » » - »
>
Dejar en Poner las larvas en una
S
e servilleta y eliminar el . X i ) L
10 min Distribuir 25 larvas en cada eppendorf y colocar

exceso de solucion
ceso de solucio un algodon himedo en la boca del eppendori

(garantizar humedad 80-90% y 27-29°C) Evaluar % mortalidad
cada 24. 48 v 72h

NOTA: Esquema realizado por la autora en el software Biorender.

3.6 Andlisis estadistico:

Para calcular el porcentaje de mortalidad de cada concentracion de metabolito se utilizo la

formula descrita a continuacion:

Ecuacion 4.
Calculo del porcentaje de mortalidad de larvas Rhipicephalus microplus

numero de larvas muertas

% Mortalidad = - * 100
numero de larvas totales

Se hizo un andlisis usando diagramas de dispersion, los cuales permitieron obtener

informacién sobre el tipo de relacion existente entre las concentraciones y el porcentaje de
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mortalidad de cada réplica, posibilitando la deteccion de valores atipicos o extremos (Laguna,
2014). En este estudio los valores de cada réplica se mostraban dentro de una curva de dispersion
respecto a la media, la cual tenia una precision del 95%. Los valores fuera de esta curva no se
consideraron como validos y se eliminaron maximo 4 valores de las 12 réplicas totales que se
realizaron por cada concentracion durante los tres dias diferentes.

Para cada metabolito se examind la normalidad de los datos de mortalidad obtenidos,
usando la prueba de Kolmogoérov-Smirnov debido a que el nimero de datos de mortalidad para
cada metabolito era mayor a 50 (n>50). Para todos los metabolitos se encontraron valores p<0.05,
lo cual indica que los datos no seguian una distribucién normal y que si habia diferencias
significativas entre el conjunto de datos introducidos.

Como los datos no seguian una distribucién normal, se aplicaron las pruebas no
paramétricas Krustal-wallis y comparaciones multiples, usando el programa Statistica version 10
(Statistica, 2024). Para los resultados del Krustal-wallis, se analizaron los p-value: p>0.05, el cual
indica que no existen diferencias estadisticamente significativas. Mientras que p< 0,05, indica
diferencias estadisticamente significativas. Se usé la prueba post-hoc por comparaciones multiples,
gue permitio averiguar entre qué grupos de datos existian diferencias significativas y la magnitud
de esas diferencias. Para este estudio se compararon todas las concentraciones diagnosticas y
multiples con el grupo control negativo.

Para analizar los datos de mortalidad por concentraciones multiples y hallar las concentraciones
letales, por los métodos de inmersion larval y paquete larval se uso el programa Polo para ajustar
los datos a un modelo Probit, el cual es un tipo de regresion donde la variable dependiente puede

tomar dos valores.
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4. Resultados Fase in silico
En esta seccion se presentan los modelos de homologia obtenidos por medio del software
Alphafold para las subunidades escogidas para cada complejo de la cadena respiratoria. Para
observar la confiabilidad de cada modelo, Alphafold proporciona rangos de confianza de cada parte
de la proteina modelada, esos rangos se representan por codigo de colores, el color azul representa
una confiabilidad de mas del 90%, el color celeste representa una confiabilidad entre 90 y 70%, el
color amarillo representa una confiabilidad del 70 al 50% y el color naranja representa una

confiabilidad por debajo del 50%.

4.1 Subunidad NAD4, Cadena 4 del complejo |

4.1.1 Resultados modelo de homologia y docking molecular: El software Alphafold,
proporciond una confiabilidad del 86.55% para la estructura completa del modelo predicho, para
la subunidad NAD4, Cadena 4 del complejo I (figura 10), usando la secuencia de aminoacidos
descargada de vector base con ID 18250943, verificada por la base de datos Uniprot con codigo

VOMMDG.

La confiabilidad del modelo por secciones esta entre 90 y 50%, como se observa en la
figura 10A, hay varios rangos de confianza en la estructura (azul 90%, celeste 90-70% y amarillo
70-50%), ademas el posible sitio de interaccion de la proteina (Figura 10B) se encuentra en un
rango de confiabilidad mayor al 90%, demostrando ser apto para continuar con los demas analisis

computacionales.

Figura 10.

Modelo de homologia para la subunidad NAD4, Cadena 4 del complejo I, realizado por Alphafold
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Luego de realizar el docking molecular se obtuvieron los metabolitos observados en la tabla
3, como los mejores posicionados segun los parametros de docking score (DS) y energia de
afinidad (EA). La tabla 3 se presenta de manera ascendente segln el valor de energia de afinidad.
Los primeros metabolitos son la agnusida y nepitrina, tienen la mejor EA del grupo (la més
negativa) sin embargo, se descartan para el analisis in vivo debido a que presentan dos (2)
violaciones de las reglas de Lipinski. Nimero de aceptores de hidrégeno (NAH>10) y el nimero
de donadores de hidrégeno (NDH>5). Por otro lado, el &cido rosmarinico, epicatequina, catequina
y acido caféico también se descartaron debido a que estan por encima del factor costo maximo para
este estudio (100 ddlares x 10 g de compuesto). La aucubina y el acido cloregénico presentan 1
violacion en reglas de Lipinski (NDH>5), todos los metabolitos mencionados anteriormente se
descartaron para posteriores analisis. Por tanto, de los metabolitos presentes en la tabla 2, los que
cumplen reglas de (Lipinski), propiedades (ADME) y factor costo son: la quercetina y el acido
galico, por lo que se puede decir que son viables para uso en analisis in vivo.

Tabla 3.
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Metabolitos con menor energia de afinidad para la subunidad NAD4, Cadena 4 del complejo I,

luego de realizar el docking molecular

Metabolito EA (kcal/mol) LogPo  PM(g/mol) DS AH DH
Agnusida -59.30 -0.79 466.44 -9.96 11 6
Nepitrina -57.29 0.12 478.40 -7.40 12 7

Acido rosmarinico -49.16 1.2 360.31 -6.82 8 5
Epicatequina -44.20 0.85 290.27 -7.82 6 5

Catequina -38.86 0.85 290.27 -7.82 6 5

Aucubina -36.56 -1.89 346.33 -7.08 9 6

Acido clorogénico -32.96 -0.38 354.31 -8.76 9 6
Quercetina -24.09 1.23 302.24 -7.05 7 5
Acido galico -25.51 0.21 170.12 -6.84 5 4
Acido caféico -8.89 0.93 180.16 -6.58 4 3

Nota: Las abreviaturas de los resultados en estas tablas corresponden a DS: docking score; EA: energia de afinidad;
Los rangos de valores sugeridos para los siguientes parametros se muestran entre paréntesis. PM: peso molecular
(130 - 500), Log Po: coeficiente de octanol-agua (<5), DH: nimero de donadores de puentes de hidrégeno (0 —5) y
AH: nimero de aceptores de puentes de hidrégeno (0— 10).

Ahora es importante estudiar el modo de unién de los 2 metabolitos (&cido géalico y
quercetina) elegidos para continuar con la fase in vivo, con respecto al compuesto de referencia
que es el etion (figura 11C) con valor de DS: -1.97 y una EA: -38.21, para esta subunidad se
presenta una interaccion polar de tipo puente de hidrégeno entre el aminoacido Lys 198 y el
oxigeno del grupo éster del etion. Para la rotenona (inhibidor reportado en literatura) (figura 11D)
DS: -2.82 y una EA: -40.63 se observa una interaccion tipo nt- cation para el aminoécido Lys 198
Yy Su grupo quinona.

Para el acido galico (figura 11A) con un DS: -6.84 y una EA: -25.51, se observa que tiene
interaccion con la proteina por medio de dos enlaces de tipo puente de hidrogeno, una en el
aminoacido Asn 311 con uno de sus grupos hidroxilo y otra con el aminoacido Trp 125y otros dos
de sus grupos hidroxilo. Para la quercetina (figura 11B) con un DS: -7.05 y una EA: -24.09, se
observan también dos interacciones de tipo puente de hidrogeno con los aminoacidos Glu 315 y
Leu 75y dos de sus grupos hidroxilo.
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Figura 11.
Posiciones de acoplamiento de las moléculas con posible actividad acaricida de la subunidad
NAD4, Cadena 4 del complejo I en Rhipicephalus microplus. A. Ac. galico B. Quercetina C. etion

(compuesto de referencia) D. Rotenona (Inhibidor reportado para el complejo I)

A B

Glu 311

J

Asn311  Ac gilico

. Lys 198

NOTA: Los residuos y ligandos estan coloreados segln el tipo de atomo (carbono de la proteina, gris; oxigeno, rojo;
nitrégeno; azul, azufre; amarillo, fésforo; naranja, los carbonos del etidn se presentan en celeste). Las interacciones
proteina-ligando se representan mediante lineas discontinuas: las interacciones tipo puente de hidrdgeno se colorean
en amarillo y en verde las interacciones tipo - cation. Imégenes realizadas por la autora de trabajo en el software
Pymol.
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4.2 Subunidad hierro-azufre, mitocondrial del complejo Il

4.2.1 Resultados modelo de homologia y docking molecular: Para el modelo construido con
Alphafold, el software arrojo un porcentaje de confiabilidad de 90.53% para la estructura completa
de la subunidad hierro-azufre, mitocondrial del complejo Il (figura 12), usando la secuencia de
aminoacidos descargada de vector base con ID LOC119179326, verificada por la base de datos

Uniprot con codigo AOA6M2CRBLL.

La confiabilidad del modelo por secciones de la proteina esta entre 90 y menos del 50%,
como se observa en la figura 12A, hay varios rangos de confianza en la estructura (azul: 90%,
celeste: 90-70%, amarillo:70-50% Yy naranja: menos del 50%), ademas el posible sitio de
interaccion de la proteina (Figura 12B) se encuentra en un rango de confiabilidad mayor al 90%,
lo cual es un buen porcentaje para la continuidad de un analisis computacional.
Figura 12.
Modelo de homologia para la subunidad de hierro-azufre, mitocondrial del complejo 11 realizado

por Alphafold

Del screening virtual se obtuvieron los metabolitos observados en la tabla 4 como los

mejores segun los parametros de docking score (DS) y energia de afinidad (EA). La tabla 4 se
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encuentra organizada de manera ascendente segun el valor de energia. La nepitrina tiene 2
violaciones en las reglas de Lipinski (NAH>10, NDH>5), la epicatequina, el &cido rosmarinico, el
eriodictiol, la dihidropiplartina, la atropina y la catequina se encuentran por encima del factor costo
maximo para este estudio, en ese orden de ideas los metabolitos mencionados anteriormente se
descartaron. Por tanto, de los metabolitos presentes en la tabla 4 que cumplen reglas de Lipinski,
propiedades ADME vy factor costo son: la quercetina, el &cido galico y la naringenina,
seleccionados para continuar el analisis in vivo.

Tabla 4.

Metabolitos con menor energia de afinidad para la subunidad de hierro-azufre, mitocondrial del

complejo 11, luego de realizar el docking molecular

Metabolito EA (kcal/mol) LogPo PM DS AH DH

Nepitrina -69.85 0.12 478.40  -8.92 12 7
Epicatequina -54.93 0.85 290.27  -8.13 6 5
Acido rosmarinico -53.13 1.52 360.31  -7.08 8 5
Eriodictiol -47.40 1.45 288.25  -6.38 6 4
Catequina -45.15 0.85 290.27 -6.06 6 5

| Quercetina -45.06 123 302.24 _ -6.68 7 5 |
Naringenina -44.98 1.84 27225 -5.14 5 3
Atropina -44.76 2.06 289.37  -5.69 4 1

| Acido galico -43.95 021 17012 -5.39 5 4 |
Dihidropiplartina -41.87 3.23 35341  -514 4 0

Nota: Las abreviaturas de los resultados en estas tablas corresponden a DS: docking score; EA: energia de afinidad;
Los rangos de valores sugeridos para los siguientes pardmetros se muestran entre paréntesis. PM: peso molecular
(130 - 500), Log Po: coeficiente de octanol-agua (<5), DH: nimero de donadores de puentes de hidrégeno (0 —-5) y
AH: nimero de aceptores de puentes de hidrégeno (0- 10).

Después del acoplamiento molecular para la subunidad hierro-azufre, mitocondrial del
complejo 1l de R. microplus, se obtuvieron tres metabolitos con posible actividad acaricida: acido
galico, quercetina y naringenina. Ahora es importante comparar el modo de unién de los tres
metabolitos con respecto al compuesto de referencia que es el etion (figura 13C) DS: -1.52 y una
EA: -20.56, el cual presenta una interaccion polar de tipo puente de hidrogeno entre el aminoacido

Tyr 199 de la proteina y el oxigeno del grupo éster del etion. Para el inhibidor del complejo Il
62



METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS EN Rhipicephalus microplus

dimetil malonato (figura 13B) con DS: -3.23 y una EA: -38.53, se observa dos interacciones tipo
puente de hidrégeno con los aminoacidos Phe 146 y Tyr 147, ambas interacciones se presentan
con sus grupos carboxilos.

Para el acido galico (figura 13A) con un DS: -5.39 y una EA: -43.95, se observa que tiene
interaccion con la proteina por medio de tres enlaces de tipo puente de hidrdgeno, con los
aminoacidos His 132 y su grupo carbonilo, Tyr 199 con uno de sus grupos hidroxilo y Asp 142
interacciona con dos de sus grupos hidroxilo. Para la quercetina (figura 13B) con un DS: -6.68 y
una EA: -45.06, se observan también dos interacciones de tipo puente de hidrégeno con los
aminoacidos Tyr 199 y Ser 203 con dos de los grupos hidroxilo de la quercetina, también se
observan dos interacciones de tipo ©- w con la Tyr 134 y finalmente para la naringenina (figura
13D) conun DS: -5.14 y una EA: -44.98, se observan dos interacciones de tipo puente de hidrégeno
con los aminoacidos Phe 146 y Asp 142 con uno de sus grupos hidroxilo, y presenta una interaccion

tipo -  con la Tyr 134,
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Figura 13.
Posiciones de acoplamiento de los metabolitos con posible actividad acaricida de la subunidad
hierro-azufre mitocondrial del complejo I en R. microplus. A. Ac. galico B.

Dimetilmalonato(inhibidor reportado para el complejo Il) C. Etion (compuesto de referencia)

p
A B
d < c

- ms12
. T 199 ]

Dimetilmalonato Ethion

/]

\\
W ;
{ | / Tyr 147
NG <
Asp 142 Ac. gélico R
Tyr 1990 ‘~\ i Asp 142
77 Phe 146
l. = - 7
! .
. Tyri4 B
Quercetina s L'

Naringenina

NOTA: Los residuos y ligandos estan coloreados segln el tipo de atomo (carbono de la proteina, gris; oxigeno, rojo;
nitrégeno; azul, azufre; amarillo, fésforo; naranja, los carbonos del etidn se presentan en celeste). Las interacciones
proteina-ligando se representan mediante lineas discontinuas: las interacciones tipo puente de hidrégeno se colorean
en amarillo y en azul las interacciones tipo w- . Imdgenes realizadas por la autora de trabajo en el software Pymol.
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4.3 Subunidad rieske mitocondrial del complejo 111

4.3.1 Resultados modelo de homologia y docking molecular: Para el modelo construido con
Alphafold, el software arrojo un porcentaje de confiabilidad de 82.02% para la estructura completa
de la rieske mitocondrial del complejo Ill (figura 12A), usando la secuencia de aminoacidos
descargada de vector base con ID LOC119176285, verificada por la base de datos Uniprot con

cédigo AOA6M2CSX0.

La confiabilidad del modelo por secciones de la proteina esta entre 90 y menos del 50%
como se observa en la figura 14A, hay varios rangos de confianza en la estructura (azul: 90%,
celeste: 90-70%, amarillo:70-50% Yy naranja: menos del 50%), ademas el posible sitio de
interaccion de la proteina (Figura 14B) se encuentra en un rango de confiabilidad entre 90%-70%,
lo cual es un buen porcentaje para la continuidad de un screening virtual.
Figura 14.
Modelo de homologia para la subunidad rieske mitocondrial del complejo 11, realizado por

Alphafold.

A
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Luego de realizar el docking molecular se obtuvieron los metabolitos que se observan en
la tabla 5, como los mejores segun los pardmetros de docking score (DS) y energia de afinidad
(EA). La tabla 5 se encuentra organizada de manera ascendente segun el valor de energia. La
aucubina presenta una violacion a las reglas de Lipinski (NDH>5) por lo que se descarta, la
patuletina, epicatequina, luteolina, pinocembrina y eriodictiol se descartan también debido a que
exceden el factor costo para este estudio. Por lo tanto, los metabolitos seleccionados para continuar
el analisis in vivo son: la quercetina, naringenina, acido galico y el carvacrol, basados en que
cumplen reglas de Lipinski, propiedades ADME y factor costo.

Tabla 5.
Metabolitos con menor energia de afinidad para la subunidad rieske mitocondrial del complejo

I11, luego de realizar el docking molecular.

Metabolito EA (kcal/mol) LogPo PM DS AH DH
Patuletina -40.58 1.38 322.26 -4.41 8 5
Quercetina -35.81 1.23 302.24  -4.83 7 5 |
Epicatequina -33.24 0.85 290.27 -4.09 6 5
Naringenina -33.19 1.84 272.25 -6.04 5 3
Luteolina -32.54 1.73 286.24  -451 6 4
Pinocembrina -32.32 2.26 256.25 -5.76 4 2
Eriodictiol -31.31 1.45 288.25  -4.22 6 4
Carvacrol -28.74 28 15022  -4.18 1 1|
Aucubina -27.27 -1.89 346.33 -3.89 9 6
Acido galico -21.74 0.21 170.12  -3.88 5 4|

Nota: Las abreviaturas de los resultados en estas tablas corresponden a DS: docking score; EA: energia de afinidad;
Los rangos de valores sugeridos para los siguientes parametros se muestran entre paréntesis. PM: peso molecular
(130 — 500), Log Po: coeficiente de octanol-agua (<5), DH: ndmero de donadores de puentes de hidrégeno (0 —5) y
AH: nimero de aceptores de puentes de hidrogeno (0— 10).

Del acoplamiento molecular para la subunidad rieske mitocondrial del complejo 111 de R.
microplus, se obtuvieron cuatro metabolitos con posible actividad acaricida: acido galico,
quercetina, naringenina y carvacrol. Es muy importante estudiar el modo de unién de los cuatro

metabolitos con la proteina de interés, con respecto al compuesto de referencia que es el etion

66



METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS EN Rhipicephalus microplus

(figura 13B) DS: -2.04 y una EA: -35.47 el cual presenta una interaccion de tipo puente de
hidrogeno entre el aminoacido Met 148 y el oxigeno del grupo éster del ligando. Para el inhibidor
del complejo IlI, antimicina A (figura 15E) DS: -4.12 y una EA: -38.91, se observan dos
interacciones puente de hidrégeno entre el aminoacido Thr 113, un nitrégeno de su grupo amida y
un oxigeno con uno de sus grupos hidroxilo, una interaccion tipo puente de hidrogeno entre Ser
109 y el nitrogeno de su anillo aromatico, por ultimo, otra interaccion puente de hidrdgeno entre
la Lys 55y el oxigeno de su grupo cetona

Para el acido galico (figura 15A) con un DS: -3.88 y una EA: -21.74, se observa que tiene
interaccion polar con la proteina por medio de tres enlaces de tipo puente de hidrégeno, una con el
aminoacido Gly 170 con su grupo hidroxilo y otras 2 interacciones con el aminoacido Lys 167 y
uno de sus grupos hidroxilo. Para la quercetina (figura 15F) con un DS: -4.83 y una EA: -35.81, se
observan también dos interacciones polares de tipo puente de hidrogeno con los aminoacidos Arg
169 y su grupo hidroxilo y Lys 150 interacciona con su grupo carbonilo, la naringenina (figura
15D) con un DS: -6.04 y una EA: -33.14, presenta dos interacciones de tipo puente de hidrdégeno
con los aminoacidos Lys 150 y Met 148 interaccionan con dos de sus grupos hidroxilo. Por ultimo,
el carvacrol (figura 15C) con un DS: -4.18 y una EA: -28.74 presenta dos interacciones polares de

tipo puente de hidrogeno con los aminoacidos Arg 169 y Met 148 y uno de sus grupos hidroxilo.
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Figura 15.

Posiciones de acoplamiento de las moléculas con posible actividad acaricida para la subunidad
rieske mitocondrial del complejo 11 en R. microplus. A. Ac. galico B. etion (compuesto de

referencia) C. Carvacrol D.Naringenina E. Antimicina A (inhibidor reportado para el complejo

1))
’ A B C  carvacrol
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S Giy 170 . - ~“
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NOTA: Los residuos y ligandos estan coloreados segun el tipo de atomo (carbono de la proteina, gris; oxigeno, rojo;
nitrégeno; azul, azufre; amarillo, fésforo; naranja, los carbonos del etién se presentan en celeste). Las interacciones
proteina-ligando se representan mediante lineas discontinuas: las interacciones tipo puente de hidrdgeno se colorean
en amarillo y en azul las interacciones tipo z- z. Imdgenes realizadas por la autora de trabajo en el sofiware Pymol.
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4.4 Subunidad COX1 Subunidad 1 del complejo 1V

4.4.1 Resultados modelo de homologia y docking molecular: Del modelo construido con
Alphafold, el software arrojo un porcentaje de confiabilidad de 87.40% para la estructura completa
subunidad COX1 Subunidad 1 del complejo IV (figura 16A), usando la secuencia de aminoacidos
descargada de vector base con ID 18250935, verificada por la base de datos Uniprot con codigo

VOMLX4.

La confiabilidad del modelo por secciones de la proteina esta entre 90-70%, como se
observa en la figura 16A, hay varios rangos de confianza en la estructura modelada (azul: 90%,
celeste: 90-70% y amarillo:70-50% ademés el posible sitio de interaccion de la proteina (Figura
16B) se encuentra en un rango de confiabilidad entre 90%-70%, lo cual es un buen porcentaje para
los posteriores andlisis computacionales.

Figura 16.
Modelo de homologia para la subunidad COX1 Subunidad 1 del, complejo 1V, realizado por

Alphafold

Luego de realizar el docking molecular se obtuvieron los metabolitos que se observan en
la tabla 6, como los mejores segun los parametros de docking score (DS) y energia de afinidad

(EA), la tabla 6 se encuentra organizada de manera ascendente segun valor de energia. El acido
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caféicoy el acido 3,4-dihidroxifenilacético superan el valor de costo establecido para este proyecto,
el estilbeno presenta una violacion a una regla de lipinski (MLogP0>5), el geraniol y el limoneno
cumplian los pardmetros farmacocinéticos, pero no cumplian los parametros de costo, por lo cual
fueron descartados.

Por lo que los metabolitos seleccionados para continuar el analisis in vivo para este
complejo fueron: Acido galico, carvacrol, linalool, eugenol y citral debido a que cumplen las reglas
de Lipinski, propiedades ADME y factor costo.

Tabla 6.

Metabolitos con menor energia de afinidad para la subunidad COX1 Subunidad 1

Metabolito EA (kcal/mol) LogPo PM DS AH DH
Acido 3,4-
dihidroxifenilacético -36.63 0.71 168.15 -6.57 4 3
Acido galico -30.82 0.21 170.12 -7.20 5 4 |
Estilbeno -30.66 5,55  380.48 -3.70 4 0
Linalool -30.16 2.66  154.25 -4.39 1 1
Eugenol -29.16 2.66  154.25  -4.39 1 1
Citral -28.96 2.66 154.25 -4.39 1 1
Carvacrol -28.45 2.25 164.2 -4.35 2 1
Acido cafeico -27.67 2.8 150.22 -3.74 1 1
Geraniol -25.72 2.71 152.23 -3.77 1 0
Limoneno -21.27 0.93 180.16 -5.01 4 3

Nota: Las abreviaturas de los resultados en estas tablas corresponden a DS: docking score; EA: energia de afinidad;
Los rangos de valores sugeridos para los siguientes pardmetros se muestran entre paréntesis. PM: peso molecular
(130 - 500), Log Po: coeficiente de octanol-agua (<5), DH: nimero de donadores de puentes de hidrégeno (0 —5) y
AH: nimero de aceptores de puentes de hidrégeno (0- 10).

Del acoplamiento molecular para la subunidad COX1 Subunidad 1 del complejo 1V de R.
microplus, se obtuvieron cuatro metabolitos con posible actividad acaricida: acido galico,
carvacrol, linalool, eugenol y citral. Es relevante revisar el modo de union de estos cinco
metabolitos con la proteina de interés, con respecto al compuesto de referencia que es el etion

(figura 15F) DS: -2.64 y una EA: -43.18, el cual presenta una interaccion polar de tipo puente de
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hidrogeno con el aminoacido lle 244 de la estructura de la proteina y el oxigeno del grupo éster.
Para la subunidad del complejo 1V se hizo docking con los inhibidores reportados en literatura,
pero su estructura es muy pequefia y no se presentaron interacciones con la subunidad proteica
evaluada, sin embargo, se conoce que los inhibidores reportados inhiben el paso del oxigeno al
complejo IV (Baynes & Dominiczak, 2006)

Para el acido galico (figura 17A) con un DS: -3.88 y una EA: -21.74, se observa que tiene
interaccion polar con la proteina por medio de tres enlaces de tipo puente de hidrégeno, una con el
aminoacido Trp 125 y su grupo hidroxilo y otras dos interacciones con el aminoacido Arg 438 y
su grupo hidroxilo. Para el carvacrol (figura 17B) con un DS: -4.83 y una EA: -35.81, se observan
también dos interacciones polares de tipo puente de hidrégeno con los aminoacidos His 59 y Hys
377 y su grupo hidroxilo.l linalool (figura 17C) con un DS: -6.04 y una EA: -33.14, presenta dos
interacciones, una polar de tipo puente de hidrogeno con la His 377 y presentdé también un
acoplamiento tipo ©t- m con el mismo aminoéacido His 377. El eugenol (figura 17D) con un DS: -
4.18 y una EA: -28.74 tiene una interaccion de caracter m- @ con la Phe 376 .or ultimo el citral
(figura 17E) presenta una interaccion polar de tipo puente de hidrogeno con la Arg 437 y su

hidroxilo.
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Figura 17.
Posiciones de acoplamiento de las moléculas con posible actividad acaricida para la subunidad
COX1 Subunidad 1 del complejo 1V en R. microplus. A. Ac. galico B. Carvacrol C. Linalool D.

Eugenol E. citral y el compuesto de referencia F. etion.
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NOTA: Los residuos y ligandos estan coloreados segun el tipo de atomo (carbono de la proteina, gris; oxigeno, rojo;
nitrégeno; azul, azufre; amarillo, fésforo; naranja, los carbonos del etidn se presentan en celeste). Las interacciones
proteina-ligando se representan mediante lineas discontinuas: las interacciones tipo puente de hidrdgeno se colorean
en amarillo y en azul las interacciones tipo n- . Imdgenes realizadas por la autora de trabajo en el software Pymol.

4.5 Acetilcolinesterasa (AChE)

4.5.1 Resultados modelo de homologia y docking molecular: ElI modelo construido por
Alphafold arrojo un porcentaje de confiabilidad de 95.51% para la estructura completa de la AChE,
(figura 18A), usando la secuencia de aminoacidos descargada de vector base con ID

LOC119164425, verificada por la base de datos Uniprot con cédigo M1U2AO.

La confiabilidad del modelo por secciones de la proteina esta entre 90-70%, como se observa en

la figura 18A, hay varios rangos de confianza en la estructura modelada (azul: 90%, celeste: 90-
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70% y amarillo:70-50% ademas el posible sitio de interaccion de la proteina (Figura 18B) se
encuentra en un rango de confiabilidad entre 90%-70%, lo cual es un buen porcentaje para los
posteriores analisis computacionales.

Figura 18.

Modelo de homologia para la acetilcolinesterasa, (AChE), realizado por Alphafold

A B

Después de realizar el docking molecular se obtuvieron los metabolitos que se observan en
la tabla 7, como los mejores segun los parametros de docking score (DS) y energia de afinidad
(EA), la tabla 7 se encuentra organizada de manera ascendente segun el valor de energia.

El agnusido es el metabolito que tiene mejor energia de afinidad, sin embargo, presenta dos
violaciones a las reglas de lipinski (NAH>10, NDH>5). La alolicoisoflavona A, catequina,
luteolina, epicatequina y juninpenina A se descartaron debido a que excedian el factor costo para
este proyecto. La aucubina tiene una violacion a las reglas de lipinski (1 violation: NDH>5). Por
lo tanto, los 3 metabolitos elegidos para continuar la fase in vivo fueron: acido gélico, quercetina

y naringenina, ya que cumplieron las reglas de Lipinski, propiedades ADME y factor costo.
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Tabla 7.
Metabolitos con menor energia de afinidad para la acetilcolinesterasa (AChE), luego de realizar

el docking molecular.

Metabolito EA (kcal/mol) LogPo PM DS AH DH
Agnusido -47.84 -0.79 466.44 -6.23 11 6
Alolicoisoflavona A -37.53 3.11 354.35 -4.69 6 4

Junipegenina A -35.47 1.72 316.26 -5.43 7

Quercetina -32.45 1.23 302.24 -6.55 7 5|
Aucubina -31.96 -1.89 346.33 -8.05 9 6
Catequina -29.85 0.85 290.27 -4.90 6 5
Luteolina -28.63 1.73 286.24 -5.49 6 4
Epicatequina -26.84 0.85 290.27 -6.46 6 5
Naringenina -24.91 1.84 272.25 -5.16 5 3
Acido galico -7.41 0.21 170.12 -4.34 5 4

Nota: Las abreviaturas de los resultados en estas tablas corresponden a DS: docking score; EA: energia de afinidad;
Los rangos de valores sugeridos para los siguientes parametros se muestran entre paréntesis. PM: peso
molecular(130 — 500), Log Po: coeficiente de octanol-agua (<5), DH: nimero de donadores de puentes de
hidrégeno(0 — 5) y AH: nimero de aceptores de puentes de hidrégeno (0— 10).

A continuacion, se describe el posible modo de unién de los 3 metabolitos elegidos con la
proteina de interés, con respecto al compuesto de referencia que es el etién (figura 19D) DS: -3.59
y una EA: -45.93. Para la acetilcolinesterasa se presenta una interaccion polar de tipo puente de
hidrdgeno entre la Lys 467 y el azufre del grupo tiol en la estructura del etién.

Para el acido gélico (figura 19A) con un DS: -4.34 y una EA: -7.41, se observa que tiene
interaccion polar con la proteina por medio de tres enlaces de tipo puente de hidrégeno, una con el
aminoacido Tyr 461 y su grupo hidroxilo. Para la quercetina (figura 19B) con un DS:-6.55 y una
EA: -32.45, se observan también dos interacciones polares de tipo puente de hidrégeno con los
aminoacidos Lys 467, Glu 371, Trp 114, Asn 359 y sus grupos hidroxilo, adicionalmente en la
quercetina se presenta un acoplamiento tipo n- @ con Phe 472. La naringenina (figura 19C) con un
DS: -5.16 y una EA: -24.91, presenta cuatro interacciones polares de tipo puente de hidrégeno dos

interacciones con la Asn 359 una con si grupo hidroxilo y otra con su grupo carbonilo, Glu 371y
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GIn 469 interaccionan con otro de sus grupos hidroxilo, también present6 un acoplamiento tipo 7-
© con el aminodcido Phe 472.

Figura 19.

Posiciones de acoplamiento de las moléculas con posible actividad acaricida para la
acetilcolinesterasa (AChE) en R. microplus. A. Ac. géalico B. Quercetina C. Naringenina y el

compuesto de referencia D. etion.
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NOTA: Los residuos y ligandos estan coloreados segun el tipo de &tomo (carbono de la proteina, gris; oxigeno,
rojo; nitrégeno; azul, azufre; amarillo, fésforo; naranja, los carbonos del etién se presentan en celeste). Las
interacciones proteina-ligando se representan mediante lineas discontinuas: las interacciones tipo puente de
hidrogeno se colorean en amarillo y en azul las interacciones tipo n- w. Imdgenes realizadas por la autora de
trabajo en el software Pymol.

Los resultados obtenidos del andlisis in silico muestran una interaccion espontanea entre
las subunidades proteicas evaluadas y los metabolitos: carvacrol, quercetina, acido galico,

naringenina, linalool, eugenol y citral. Ademas, se encontraron interacciones semejantes entre
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estos metabolitos y las moléculas de referencia para cada complejo respiratorio (Tabla 8) y el etion
(control usado también en la validacion in vivo). Es importante recordar que el etidn es un inhibidor
reportado para la AchE, sin embargo, al comparar sus interacciones con las subunidades de los
cuatro complejos respiratorios, se encontraron similitudes en las interacciones con algunos
metabolitos. Como se puede observar en la tabla 8, los aminoacidos que interaccionan con las
moléculas de referencia también interaccionan con algunos metabolitos evaluados, por lo que se
espera que tengan un comportamiento semejante al del etion y el dimetilmalonato sobre R.
microplus.

Tabla 8.

Interacciones semejantes para los mejores metabolitos y los compuestos de referencia.

Subunidad Metabolito Compuesto de Tipo de (Aa) de
referencia interaccion  interaccion

Subunidad de Fe-S, complejo Il Naringenina  Dimetilmalonato Puente de Phe 146
hidrégeno

Quercetina Etion Puente de Tyr 199
hidrégeno

Subunidad Rieske complejo I, Carvacrol Etion Puente de Met 148
hidrégeno

Naringenina Etion Puente de Met 148
hidrégeno

AchE Quercetina Etion Puente de Lys 167
hidrogeno

En resumen, para los resultados de la fase in silico, se partio de una base de datos de 300
metabolitos de plantas y se realizo el analisis computacional usando varios modos de precision
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para el acoplamiento proteina-ligando, de donde se obtuvieron aproximadamente 50 metabolitos
con mejores puntajes de energias y docking score para las subunidades proteicas mitocondriales
de interés y la AchE. A esos 50 metabolitos se le analizaron las propiedades ADME vy reglas de
lipinski, de donde se obtuvieron finalmente siete metabolitos que cumplian todos los parametros
mencionados y no excedian el factor costo planteado a priori como premisa de seleccion de
moléculas en este proyecto (100 ddlares x 10 g de compuesto).

Los siete metabolitos elegidos para continuar la fase in vivo fueron: Acido galico,
quercetina, naringenina, carvacrol, linalool, eugenol y citral.

A continuacién, se muestran los resultados de la fase in vivo para los dos métodos usados

en la evaluacidn de la actividad acaricida sobre larvas de R. microplus.

5. Resultados fase in vivo

En esta seccion se explican los resultados obtenidos mediante los ensayos acaricidas que

se llevaron a cabo por medio de dos métodos: paquete larval e inmersion larval.

5.1 Resultados de paquete larval

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos por el método de paquete larval para
los siete metabolitos, de igual manera, con la evaluacion de las concentraciones diagnosticas 100,

365y 1000 ppm.
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Figura 20.

Porcentaje de mortalidad con: A) quercetina B) carvacrol. Letras diferentes (a,b,c,d) son

significativamente diferentes respecto al control negativo con p< 0,05

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

Mortalidad

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

Mortalidad

Quercetina
24h

m 48h
m72h

|
a aa
T
ae ik com il
Acetona 100 ppm 365 ppm 1000 ppm  Ethion 750

ppm
Carvacrol

— Q.

Acetona 100 ppm 365 ppm 1000 ppm  Ethién 750
Concentracion ppm

78



METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS EN Rhipicephalus microplus

Figura 21.

Porcentaje de mortalidad con: A) Linalool B) Eugenol. Letras diferentes (a,b,c) son

significativamente diferentes respecto al control negativo con p< 0,05
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Figura 22.
Porcentaje de mortalidad con: A) Citral B) Acido galico C) Naringenina. Letras diferentes (a,b)

son significativamente diferentes respecto al control negativo con p< 0,05
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Para las concentraciones diagndsticas de 100, 365 y 1000 ppm se obtuvieron porcentajes
de mortalidad entre 0 y 66,7% para los siete metabolitos. Los compuestos quercetina, linalool,
eugenol, citral, &cido galico y naringenina mostraron porcentajes de mortalidad por debajo de 20%
para la concentracién mas alta (1000 ppm) después de 72 horas. La quercetina con un porcentaje
de 13,1% (figura 20A), linalool 11,1% (figura 21A), eugenol 16,9% (figura 21B), citral 8,9%
(figura 22A), acido galico 5% (figura 22B) y naringenina 3,3% (figura 22C), por lo que fueron

descartados para su posterior evaluacion de concentraciones multiples. Sin embargo, el carvacrol
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(figura 20B) si presento un porcentaje de mortalidad mayor que 50% desde las 24 horas para la
concentracion de 1000 ppm, alcanzando su maximo porcentaje de mortalidad (66,7%) a las 72
horas, mostrando, ademas, diferencias estadisticamente significativas respecto al control negativo
desde la concentracién de 100 ppm a 24 horas. Es importante resaltar que el carvacrol mostro
mayor porcentaje de mortalidad que el etion a las 24 y 48 horas para la concentracion de 1000
ppm, lo que le aporta al carvacrol ventaja de actividad acaricida frente a una molécula sintética.
Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la mortalidad de los acaros
expuestos al carvacrol, observandose un efecto notable Unicamente a la concentracion de 1000
ppm a 24 horas. En este caso, la mortalidad presentada fue considerablemente mayor que la del
control positivo, como se detalla en la Tabla 9. Para los demas metabolitos evaluados a la
concentracion mas alta y tras un periodo de exposicion de 72 horas, se evidenciaron diferencias
significativas con respecto al control positivo, aunque estas condiciones presentaron tasas de
mortalidad relativamente bajas. Por lo tanto, es posible concluir que la actividad acaricida del
carvacrol es comparable a la observada en el control positivo, lo que sugiere su potencial como

agente acaricida en condiciones establecidas.
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Tabla 9.

Datos de mortalidad obtenidos para cada metabolito por el método de paquete larval.

*Diferencias estadisticamente significativas respecto al control positivo con p< 0,05.

Moléculas evaluadas por el método de paquete larval

Concentra  Tiempode Quercetina Carvacrol Linaleol Fugenol Citral Acido Naringe Etién 750
cién lectura galico nina ppm
E 100 ppm 4407 8933 89=13 44=09 3907 0.6=03 0.6=03
‘E 365 ppm 24h 6.1+10 12815 94=17 13324 5.0+13 0000 17205 50+0.8
n
A
8 1000 ppm 72+13 539:38%* 10.0=14 128=15 5.6=11 1.70.5 2807
2
> 100 ppm 72+10 12840 94=18 712* 50+10* 06=05* 06=03*
Td
:{ 365 ppm 48h 72+11 13920 10015 133+26 50=13* 28x03* 17=05% 28923
= B
_:: 1000 ppm 128=13 59447 10014 139=15 890x16 39x05* 3308°*
=
é 100 ppm 72x10* 156+39* 100=1.7* 83+14* 6.1=1.1* 06=05* 22=05*
RS 365 ppm 72h 106513 % 17219 106:1.6* 144224%* 72+]12* 28x3* 06=03* 80.6=24
~ 1000 ppm 13.1£11%  667=46 1LI1=16* 169<1.6* 89=16* 50=08* 33=08*

Como el carvacrol tuvo el porcentaje de mortalidad més alto entre los siete metabolitos

evaluados y presento diferencias significativas notables por el método de paquete larval para las

concentraciones diagnoésticas, se evaluaron las concentraciones multiples, obteniendo los

resultados mostrados en la figura 23.
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Figura 23.

Porcentaje de mortalidad para el ensayo de paquete larval con carvacrol a siete concentraciones

diferentes. Se realizaron tres ensayos independientes por cuadruplicado. Letras diferentes
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Mortalidad

o

Concentracién
Se observan diferencias significativas respecto al control desde la concentracion de 365 ppm a 72
horas y desde 500 ppm en adelante hasta las concentraciones de 1300 ppm a 24, 48 y 72 horas
(Figura 23). Luego de realizar el analisis probit de los datos de mortalidad para las concentraciones
multiples del carvacrol, se obtuvieron los siguientes datos para concentraciones letales CLso, CLgs

y CLogo:
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Tabla 10.
Datos para concentraciones letales a 24, 48 y 72 horas para el carvacrol por paquete larval. Los

intervalos de confianza se muestran entre corchetes.

Concentracion Letal Carvacrol (paquete larval)

24h 48h 72h
CLsoppm 755,5 699,7 682,6
[715,8-802,3]  [666,3-736,8]  [579,8-826,3]
CLgsppm 1749,9 1513,6 1380,0
[1528,5-2093,6] [1353,0-1749,6] [1054,8-2627,5]
CLg ppm 2478,3 2083,8 1847,2
[2074,2-31435] [1796,6-2528,3] [1302,5-4403,0]
e 0,4 1,0 4.9
SLOPE 45 4.9 5,3

Los valores de chi- cuadrado (?) indican una distribucion homogénea entre los datos de
mortalidad para las concentraciones multiples por el test de paquete larval. Los valores SLOPE
también se encuentran dentro de los rangos estadisticamente aceptados (entre 2 y 5) para la

desviacion de la pendiente en la regresion ajustada del modelo Probit (Tabla 10) (Pum, 2019).

5.2 Resultados inmersién larval

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos por el método de inmersion larval
para los siete metabolitos, de igual manera, se trabajaron las concentraciones diagnosticas 100, 365

y 1000 ppm.
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Figura 24.

Porcentaje de mortalidad con: A) quercetina B) carvacrol. Letras diferentes (a,b,c,d,e) son

significativamente diferentes respecto al control negativo con p< 0,05
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Figura 25.

Porcentaje de mortalidad con: A) linalool B) eugenol. Letras diferentes (a,b,c,d,e) son

significativamente diferentes respecto al control negativo con p< 0,05
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Figura 26.

Porcentaje de mortalidad para el ensayo de inmersion larval con A) citral B) &cido galico C)
naringenina, a tres concentraciones diferentes. Se realizaron tres ensayos independientes por
cuadruplicado. *Diferencias estadisticamente significativas respecto al control negativo con p<

0,05.
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En cuanto a la evaluacién de concentraciones diagnosticas 100, 365 y 1000 ppm para el
método de inmersion larval, se observaron porcentajes de mortalidad entre 0 y 100% para los siete

metabolitos. Para los compuestos quercetina, linalool, acido galico y naringenina se obtuvieron
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porcentajes de mortalidad por debajo de 10% para la concentracion mas alta (1000 ppm) después
de 72 horas de exposicion. La quercetina con un porcentaje de 0% (figura 24A), linalool 5% (figura
25A), acido gélico 3,7% (figura 26B) y naringenina 0,7% (figura 26C), por tanto, estos 4
metabolitos fueron descartados para evaluar concentraciones mdaltiples. No obstante, los
metabolitos carvacrol, eugenol y citral mostraron porcentajes de mortalidad superiores al 90% en
la concentracion mas alta evaluada, es decir, 1000 ppm, mostrando diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con el control negativo. Especificamente, el carvacrol (figura 24B)
alcanzé una mortalidad del 100% desde las primeras 24 horas de observacion. Por otro lado, el
eugenol (figura 25B) present6 una mortalidad del 98,7%, mientras que el citral (figura 26A) mostro
un porcentaje de mortalidad del 92,3%, ambos a partir de las 48 horas de lectura.

También se observaron diferencias estadisticas para la quercetina, linalool, acido galico y
naringenina respecto al etién en todas las concentraciones diagndsticas, pues sus porcentajes
fueron menores que las del blanco positivo (Tabla 11). Para el carvacrol se evidenciaron diferencias
a la concentracion mas alta a 24 y 48 horas debido a que su porcentaje de mortalidad fue mucho
mayor que el del etion. El eugenol y citral mostraron mortalidades mas altas que el etion a la
concentracion de 1000 ppm a 24 y 48 horas, evidenciando diferencias estadisticamente
significativas entre estos valores. Por lo tanto, se puede concluir que la actividad acaricida exhibida
por los tres metabolitos analizados es comparable a la observada en el control positivo. Esta
similitud sugiere que estos compuestos podrian ser considerados como alternativas efectivas en el

control de 4caros.
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Tabla 11.

Datos de mortalidad obtenidos para cada metabolito por el método de inmersién larval

*Diferencias estadisticamente significativas respecto al control positivo con (p< 0,05)

Moléculas evaluadas por el método de inmersion larval

Concentra Tiempo  Quercetina  Carvacrol Linalool Eugenol Citral Acido Naringe Etién 750
cion de gilico nina ppm
lectura

— 100 ppm 24h 0.0=0,0* 9356 07=x16% 13£20* L7£27* 00x00* 03%12*
=
;5, 365 ppm 00=00% 110456 13:20% 0042 03439 0716°* 07+23* 107£26
"

[

8 1000 ppm 00=00* 100x00* 43%36 973£39* 870279* 20£32 07+x23°*

e

&

'E 100 ppm 48h 0,0=00* 9,767 07#16* 20227* 2,7%3,1 03x12* 03=12*

o

- X -

4 365 ppm 00£00% 193120 1,3£20"% 11,0250 9.7 +4,7 0716 07+23* 410=127
-

=

2 1000 ppm 00£00% 100=0.0* 5030 98 7+3.1* 023+]11* 33256 0.7%23*

[

'E 100 ppm 72 00£00*% 107452 0,7x16* 17£27* 30+30% 03%12* 03x]12*

s 365 ppm 00£00% 287438 13420% 123247 97247 10218*% 074£23% 86760

1000 ppm 00x00* 100200 50+£3,0* 98,7431 92311 37=55% 07+23°*

Por tanto, para validar al menos un metabolito en este trabajo de investigacion, se evaluaron

concentraciones mdaltiples para el carvacrol por el método de inmersion larval a las siguientes

concentraciones: 150, 320, 450, 550, 750, 900 y 1000 ppm, con el fin de encontrar la CLso por este

método.
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Figura 27.

Porcentaje de mortalidad para el ensayo de inmersion larval con carvacrol+etanol 10% a siete
concentraciones diferentes. Se realizaron tres ensayos independientes por cuadruplicado.
*Diferencias estadisticamente significativas respecto al control negativo con p< 0,05.
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Como se observa en la figura 27, existen diferencias estadisticamente significativas desde
la concentracion de 320 ppm a las 72 horas y en adelante se observan diferencias significativas
para el resto de concentraciones evaluadas a 24, 48 y 72 horas de lectura. Luego de realizar el
analisis probit de los datos de mortalidad para las concentraciones multiples del carvacrol, se

obtuvieron los siguientes datos para concentraciones letales CLsg, CLos y CLog:
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Tabla 12.
Datos para concentraciones letales a 24, 48 y 72 horas para el carvacrol por inmersion larval.

Los intervalos de confianza se muestran entre corchetes.

Concentracion Letal Carvacrol (inmersién larval)

24h 48h 72h
CLsoppm 717,9 633,1 570,0
[715,8-802,3]  [611,8-656,0]  [529,7-613,6]
CLgsppm 1541,7 1398,8 1421,1
[1528,5-2093,6]  [128,8-1550,0] [1199,7-1824,8]
CLgo ppm 2116,0 1942,7 2074,8
[2074,2-31435] [1734,4-2229,8] [1648,3-2927,3]
7 4,9 2,7 4,0
SLOPE 4,9 47 4.1

Los valores de chi- cuadrado (?) indican una distribucion homogénea entre los datos de
mortalidad para las concentraciones maltiples por el test de inmersion larval. Los valores SLOPE
también se encuentran dentro de los rangos estadisticamente aceptados (entre 2 y 5) para la
desviacion de la pendiente en la regresion ajustada del modelo Probit (Tabla 12). Por lo cual se
puede decir que los valores para la CLso son estadisticamente significativos y confiables (Pum,

2019).

6. Discusion de resultados

En este trabajo de investigacion se estudio la relacion entre el uso de técnicas de analisis
computacional como filtro inicial o screening para la seleccion de posibles moléculas con actividad
acaricida frente a dianas farmacologicas de interés en la especie de garrapata R. microplus. Esto
permitio discriminar de una base inicial de trescientos metabolitos, a siete que pasaron al analisis

in vivo, donde tres de ellos fueron promisorios y uno (carvacrol) se logr6 validar también in vitro
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en otro trabajo de investigacion titulado "Evaluacion del mecanismo de accion de compuestos de
origen natural con accion ixodicida sobre la acetilcolinesterasa y el metabolismo bioenergético
mitocondrial de Rhipicephalus microplus™ por el estudiante Andrés Cabezas (Cabezas et al., 2024).
Esto permitié identificar metabolitos con posible actividad acaricida y respuesta en las dianas
farmacoldgicas de interés, disminuyendo tiempo de andlisis en laboratorio, uso de reactivos,
material de laboratorio y personal en pruebas con un nimero grande de metabolitos.

Por otro lado, se ha documentado el uso de AlphaFold y diversas herramientas
computacionales en multiples estudios relacionados con la especie de garrapata Rhipicephalus
microplus. Por ejemplo, Limay colaboradores (2020) llevaron a cabo un analisis de acoplamiento
molecular para investigar la interaccion entre los alcaloides de Prosopis julifloraprosopina, una
especie de planta leguminosa, y la enzima acetilcolinesterasa (AchE) de R. microplus. Los
resultados mostraron que interacciones significativas para tres metabolitos: juliprosinina, que
forma puentes de hidrdgeno con los residuos Ser 303, Gly 305, Ser 202 y Gly 141); juliprosopina
que establece puentes de hidrégeno con Ser 222 e His 460, ademas de interacciones m-cation con
Tyr 144y Trp 103; y prosopina, que interacciona mediante puentes de hidrégeno con Tyr 144, Ser
222, His 460 y Glu 300, asi como un n-cation en Trp 103. Ademas, corroboraron la actividad
acaricida del extracto metandlico puro (ME) y una fraccién rica en alcaloides (FA) de Prosopis
julifloraprosopina en ensayos in vivo, obteniendo una CLso de 31600 ppm para la FA y 121000
ppm para el ME por el método de inmersion de adultas. Es de anotar que también se evalu6 el FA
por el método de inmersién larval, encontrando una CLso de 13800 ppm.

En otro estudio reportado por Bustos y col (2024) se identificaron posibles inhibidores de
la acetilcolinesterasa en R. microplus usando un modelo predicho por Alphafold y metabolitos del

extracto de semillas de R. aculeata, encontrando que la rutina, el acido clorogénico, la quercetina
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y la epicatequina mostraron interacciones notables con aminoacidos de la AchE. La interacciones
especificamente fueron, para la rutina formacion de puentes de hidrogeno con los aminoacidos Tyr
178, Asn 336 e His 494, asi como interaccion de tipo n-cation con Val 123; el acido clorogénico
establecid puentes de hidrogeno con Gly 175, Gly 176 y Tyr 178, ¢ interacciones n-cation con Phe
385, Trp 384 y Val 498; la quercetina formo puentes de hidrogeno con Gly 339, Val 340 y Asp
342, y finalmente, la epicatequina que establecio puentes de hidrégeno con Val 340 y Glu 334.
Cabe mencionar que Bustos y col (2024) realizaron ensayos in vivo en garrapatas adultas
ingurgitadas de R. microplus utilizando extractos de semillas de R. aculeata. Sin embargo, no es
posible concluir que el efecto acaricida se deba a uno o dos metabolitos que mostraron
interacciones in silico. Entre los metabolitos reportados por Bustos y colaboradores, se encuentra
la quercetina, no obstante, en comparacion con los resultados obtenidos en nuestro proyecto de
investigacion, este compuesto no mostré una alta mortalidad en ensayos in vivo realizados con
larvas. Esto sugiere que la quercetina podria permear mas eficazmente la cuticula de garrapatas
adultas que en larvas.

Un estudio reportado por Arrieta y col. (2013) observo, por microscopia ptica, que para
la especie de garrapata Ornithodoros erraticus la cuticula de las larvas es mucho maés rugosa y
posee una red densa, mientras que, en garrapatas adultas ingurgitadas, la cuticula se presenta mas
lisa, hinchada y flexible. Esta diferencia estructural sugiere que la penetracion de compuestos en
la cuticula es més factible en las garrapatas adultas ingurgitadas que en las larvas. Asi, se puede
decir que los cambios en la estructura cuticular para los diferentes estadios de la garrapata, puede
arrojar valores diferentes de mortalidad para un metabolito en especifico.

Por tanto, los estudios mencionados anteriormente respaldan en cierto modo la utilidad del

acoplamiento molecular y del software Alphafold en la identificacién promisoria de moléculas
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naturales. Sin embargo, es importante recordar que los métodos computacionales son métodos
aproximados, por lo que es de crucial importancia realizar la validacion de dichos resultados en
ensayos de laboratorio o campo. En nuestro proyecto de investigacion, la validacion se hizo in vivo
en condiciones de laboratorio, en donde se estudio el modo de accion de los metabolitos
secundarios. EI primer método utilizado fue el paquete larval, que se basa en el desplazamiento de
las larvas sobre una superficie impregnada con el ixodicida. El segundo método consiste en la
inmersion de las larvas en una solucién ixodicida durante un tiempo determinado. Este Gltimo
enfoque demostré un aumento en la mortalidad en comparacion con los ensayos de paquete de
larvas para los metabolitos carvacrol, el eugenol y el citral. De manera semejante, un estudio
reportado por Agudelo y col. (2021) evidencié un mayor porcentaje de mortalidad por el método
de inmersion larval que por el método de paquete larval, al aplicar una suspension fangica de
Metarhizium anisopliae sobre R. microplus. En dicho estudio, se argumenta que por inmersion
existe un mayor contacto entre los hongos y el cuerpo larval de la garrapata, ya que las larvas se
sumergen completamente en la solucion, mientras que en el paquete larval solo algunas partes de
las larvas estan en contacto con el ixodicida. A partir de esta observacion, se puede inferir que el
aumento de mortalidad para los tres metabolitos mencionados en nuestra investigacion puede
deberse a que la exposicion de los metabolitos por el método de inmersion larval es mas directa y
controlada en comparacion con el paquete larval, donde las larvas solo exponen partes como las
patas y abdomen, al contacto con el ixodicida.

Es importante mencionar que el carvacrol ha sido reportado por otros autores en varias
especies de garrapatas. Novato y col. (2015), estudiaron larvas de Amblyomma sculptum y
Dermacentor nitens (ambas especies pertenecientes a la familia de garrapatas duras), donde

obtuvieron valores de CLso para el carvacrol de 3490 ppm y 3330 ppm, respectivamente, por el
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método de paquete larval. Por otro lado, Navarro y col (2018) también reportaron valores de CLso
de 830 ppm para el carvacrol por el método de paquete larval, en larvas de R. microplus. Tavares
(2022) también estudié el efecto del carvacrol sobre dos cepas de la especie R. microplus por el
método de inmersion larval, para la cepa resistente a seis clases de acaricidas sintéticos reporta una
CLso de 1760 ppm y para la cepa susceptible a acaricidas sintéticos reporta una CLso de 1420 ppm.
En comparacion con los estudios mencionados anteriormente, para este estudio de investigacion
se obtuvieron valores de CLso mas bajas (683 ppm por paquete larval y 570 ppm por inmersion
larval a 72 horas de lectura), lo cual es un aporte significativo porque permite reducir la cantidad
de metabolito usado en un posible ixodicida desarrollado a largo plazo a partir de carvacrol, donde
se reduce también su costo, haciéndolo competitivo con los acaricidas comerciales.

Es de anotar que, las lecturas de mortalidad en todos los estudios mencionados
anteriormente se realizan solamente a 24 horas. Sin embargo, en nuestro proyecto de investigacion
las lecturas se llevan hasta las 72 horas con el fin de observar un aumento en el porcentaje de
mortalidad de los metabolitos y poder compararlos con moléculas sintéticas de uso comun. Por
ejemplo, en un estudio reportado por Cedefio & Jaramillo (2023) se observo que el etidn presentd
un mayor porcentaje de mortalidad que el extracto de pifién 24 horas después de su aplicacion
sobre R microplus. Sin embargo, a 72 horas de lectura, el porcentaje de mortalidad del extracto de
pifidn aumentd significativamente en relacion con los valores registrados para 24 y 48 horas. En
contraste, el etion mostrd un incremento leve en su porcentaje de mortalidad durante el mismo
periodo. Por lo que se puede inferir que el efecto acaricida del etion es mas rapido por su accion
sobre el sistema nervioso de las garrapatas, en comparacion con las moléculas naturales, las cuales
pueden tener un tiempo de accion mas prolongado. En ese orden de ideas, es posible afirmar que

el tiempo de lectura es una variable importante, que permite obtener resultados mas precisos. Asi
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mismo, es probable que las concentraciones letales medias (CLso) reportadas para el carvacrol en
los articulos mencionados anteriormente sean mas elevadas en comparacién con las obtenidas en
este proyecto de investigacion, debido a las diferencias en los tiempos de andlisis. En este sentido,
se puede afirmar que los resultados obtenidos en este estudio son relevantes y comparables con los
de investigaciones similares reportadas hasta la fecha para la misma especie de garrapata.

Por otro lado, la quercetina, el acido galico, la naringenina y el linalool mostraron bajos
porcentajes de mortalidad con los dos métodos evaluados, probablemente debido a que son menos
lipofilicos que el resto de metabolitos (figura 28). Ademas, como lo reportan Silva y col. (2020)
los artropodos tienen un exoesqueleto compuesto por dos capas: la epicuticula formada
principalmente por lipidos esterificados, y la procuticula, formada por proteinas y quitina, esto les
confiere una estructura compleja y dificil de permear. Como el exoesqueleto de las garrapatas es
principalmente lipidico, es mas facil para moléculas lipofilicas atravesarlo, ademas el tamafio de
la molécula también es importante al atravesar el exoesqueleto, debido a que entre méas pequefia
sea mas facil es traspasarlo.

De esta manera, el carvacrol al contener un anillo aromético que le confiere caracter
lipofilico, un solo grupo OH y ser una molécula relativamente pequefia, puede permear el
exoesqueleto mas facilmente; el eugenol también tiene un anillo aromatico y un grupo metoxilo lo
que lo hace mas lipofilico en comparacion con el linalool. El citral es mas lipofilico que el linalool
porgue su estructura es mas lineal y posee mayor nimero de carbonos. En ese orden de ideas, el
linalool puede atravesar la membrana mas facilmente que la naringenina porque la naringenina
posee una estructura mas compleja y ademas contiene tres grupos OH lo que le confiere menos
caracter lipofilico. El &cido galico tiene 4 grupos OH que le confieren una naturaleza hidrofilica,

por tanto, no atraviesa el exoesqueleto facilmente; la quercetina tiene la estructura mas compleja
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entre los siete metabolitos, compuesta por 5 grupos OH, por lo cual es la molécula que atravesaria
con mayor dificultad el exoesqueleto de la garrapata.

Finalmente, se proponen el eugenol y citral como dos metabolitos promisorios y
posiblemente candidatos a un formulado junto con el carvacrol para tratar la infestacion por R.
microplus, dado el elevado porcentaje de mortalidad mostrado, estudios adicionales en los grupos
de investigacion GIBIM y CINTROP podrian proporcionar informacion valiosa sobre la eficacia
y el potencial de estos compuestos en aplicaciones practicas. Si bien, existen estudios que reportan
actividad acaricida para el eugenol (Novato et al., 2018) y citral (Peixoto et al., 2015), seria
interesante evaluarlos por concentraciones multiples teniendo en cuenta las mismas metodologias
y tiempos de lectura de nuestro proyecto, pues es posible que las CLso obtenidas para estos dos
metabolitos también sean mas bajas que las reportadas en la literatura. Ademas, como ya se
menciono anteriormente, el eugenol y citral son dos metabolitos que, por su estructura quimica, es

probable que puedan penetrar con facilidad la cuticula de las garrapatas.
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Figura 28.

Estructura quimica de los metabolitos probados en la fase in vivo. Tomadas de la Pubchem

Carvacrol Eugenol Citral Linalool

Naringenina Acido gilico Quercetina

7. Conclusiones

Mediante el uso de docking molecular y el analisis computacional se logré corroborar la
hipétesis inicial de este trabajo de investigacion, identificando siete metabolitos secundarios de
extractos de plantas dentro de un grupo inicial de 300 compuestos. Donde, el carvacrol, la
quercetina, la naringenina, el &cido galico, el linalool, el eugenol y el citral presentaron
interacciones principalmente de tipo polar y de tipo n-n con subunidades de los primeros cuatro
complejos transportadores de electrones en la mitocondria 'y la AchE.

Las pruebas in vivo posibilitaron la validacion de la actividad acaricida en tres metabolitos:
carvacrol, eugenol y citral, los cuales mostraron porcentajes de mortalidad elevados en
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comparacion con el etion para la prueba de inmersion larval. Desde las primeras 24 horas se
observaron porcentajes entre 87 a 100% para los tres metabolitos a una concentracién de 1000
ppm. El carvacrol mostré mayor porcentaje de mortalidad en comparacién con el etién en la prueba
de paquete larval, siendo asi: el carvacrol a 1000 ppm mostré una mortalidad mayor que el 50%
desde las primeras 24 horas, mientras que el etién alcanz6 una mortalidad mayor que el 50% solo
hasta las 72 horas. Ademas, presentd diferencias estadisticamente significativas respecto a los
controles negativos. Estos hallazgos sugieren que el carvacrol, eugenol y citral son moléculas con
actividad acaricida y presentan una posible afectacion a los complejos de la cadena respiratoria y
la acetilcolinesterasa en R. microplus.

El control de las condiciones de humedad y temperatura 27-29 °C y 80-90%,
respectivamente, asi como el uso de larvas en rangos de edades entre 7 y 14 dias, lograron asegurar

reproducibilidad en los bioensayos.

8. Recomendaciones

1. Se recomienda realizar pruebas enzimaticas posteriores para los metabolitos eugenol y
citral, con el fin de corroborar la respuesta sobre la mitocondria y/o la acetilcolinesterasa,
de manera que determine su mecanismo de accion sobre R. microplus.

2. Se recomienda realizar los ensayos de concentraciones multiples con el eugenol y el citral,
para determinar los valores de CLso. También es importante realizar estudios con mezclas
sinérgicas de los 3 metabolitos que mostraron mayor mortalidad in vivo, con el fin de
potenciar su actividad acaricida, evaluar estabilidad y prevenir el desarrollo de resistencia

a los principios activos.
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9. Divulgacion de resultados
Los resultados de este trabajo de investigacion fueron presentados en el V Congreso
Colombiano de Bioquimica y Biologia Molecular C2B2 y la XI Reunion de la Sociedad
Latinoamericana de Tuberculosis y otras Micobacteriosis SLAMTB, 2023, con el titulo “Estudio
in silico e in vivo de metabolitos secundarios de plantas con accion inhibitoria sobre proteinas de
la cadena respiratoria mitocondrial y la acetilcolinesterasa de Rhipicephalus microplus” y en la

modalidad de poster (Anexo 2).
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Anexo 1.

ANexos

Base de datos de 300 metabolitos secundarios de extractos de plantas, con posible actividad

acaricida en Rhipicephalus microplus.

Planta

Metabolito Secundario

Enlace de acceso

Aceite de eucaplito

1-8, cineol o eucaliptol

Aceite de flor de jasmin

Cis-Jasmone

Mentha piperita

Isomentona

Lycopersicon hirsutum

2-undecanona

Aegle marmelos Aegelinol
Rutina
Allium sativum Alicina

Ananas comosus

Acido cafeico

Acido p- cumarico

Azadirachta indica

Azadiractina

Baccharis trimera

Diterpenes

Calea serrata Less

Eupatoriocromeno

Precoceno Il

https://reader.elsevier.com/rea
der/sd/pii/S025462991532602
8?token=EE4E2550B7C81E6
D253096C4BC9613CA92A06
ESDAFF62B4AC3530EA9BE
AA74B5605D63D07F8D5DE
937B1808B36F6AAF9&o0rigi
nRegion=us-east-
1&originCreation=202106221
32220
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Calotropis procera Stigmasterol

p-sitosterol

Digitoxin

Calotoxina

Lupanina

Virgilina

Ester de acido 13a- (2-
pirrolcarboxilico)

Calpurnia aurea ssp Calpurmenina

Capsicum frutescens Capsaicina

Escopoletina

naringenina

acido ursolico

Carapa guianensis Aubl Acido hexacosanoico-2,3-
dihidroxiglicérido

Carica papaya Alcaloides
Cassia didymobotrya Estilbenos
Flavonas
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7-acetilcrisofanol

tetrahidroantracenos

Biantronas,
Chamaecyparis Carvacrol
nootkatensis
Nookatone
Citrus maxima Burm Saponinas
Alcaloides
Taninos

Terpenoides

Fenol

Citrus reticulata Blanco B-felandreno

y-terpeno

L-limoneno

Limoneno

Oxalato

Fitato

Saponinas
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Taninos

Citrus sinensis

Flavonoides

Citrus hystrix

furanocumarinas

Alcaloides

Flavonoides

Tocoferoles

Taninos

Glicerolglicolipidos

Copaifera reticulata Oleorresina https://sci-
hub.se/https://link.springer.co
m/article/10.1007/s00436-013-
3660-4
Corymbia citriodora Citronelal https://reader.elsevier.com/rea

B-citral (neral)

a-citral (geranial)

Cymbopogon citratus

Mirceno

Trans-citral

Cis-citral

Acetato de geranilo

der/sd/pii/S025462991532602
8?
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Cymbopogon nardus Geraniol

Cymbopogon Citronelol
winterianus

Citronelal

Geraniol

Datura stramonium Atropina

Escopolamina)

Digitalis purpurea Digitoxina
Eupatorium p-cimeno
adenophorum
Canfeno
Sabinene
Guiera senegalensis Harman
Eleagnina
Gynandropsis gynandra Guieranona A

trans-2-metilciclopentanol

linalol(ya)

Hypericum Trans-fitol
polyanthemum
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benzopiranos

Xantonas

campesterol

Jatropha curcas

[3-sitosterol(ya)

Lavendula augustifolia

Estigmasterol

Leucaena leucocephala

Alcanfor, borneol

Mimosina,

ficaprenol-11

Leucas aspera

Quercetina

Nicotina

Oleanolic acid

b-sitosterol

Leucas indica

Ursolic acid

Lindera melissifolia

Apigenina

Eriodictiol

Luteolina

Naringenina
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3,4-dihidroxifenilacetato

(-)Epicatequina

Catequina

Acido oleandlico

Acido hexadecanoico

Lupeol

Acido palmitoleico

Acido betulinico

a-humuleno

Germacreno D

B-elemeno

B-cariofileno

2-butanona

Dihidrotagetona

Lippia javanica 1,8-cineol

Lippia sidoides Mirceno
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B-mirceno

Carvacrol

Citral

limoneno

Quercetina

Lysiloma latisiliquum

Timol

Estigmasterol

Matricaria chamomilla

Acido oleandlico

Herniarina

Melaleuca alternifolia B-pineno
Alfa-pineno

Ocimum basilicum B-pineno
ciclohexeno

Ester metilico del acido (Z)

cindmico

Ocimum urticaefolium

Linalol

Timol
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B-bisaboleno

Elemicina

Origanum minutiflorum Eugenol

Mirceno

Origanum onites Canfeno

Pelargonium graveolens p-Cimeno

Geraniol

Pelargonium roseum Citronelol

Linalol

Geraniol

Isomentona

formiato de citronelilo

Piper tuberculatum B-citronelol

dihidropiplartina

acido 3,4,5-
trimetoxidihidrocinamico

Piscidia piscipula Piplartina
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Jamaicina

Genisteina, junipegenina A

Erigenina

Alolicoisoflavona A

Piscidanona

pisceritrona

Pisceritramina

Ptaeroxylon obliqguum

3',5'-diprenilgenisteina

Rododendro
tomentosum

Limoneno

Mirceno

kaempferol

Ricinus communis

Flavona

Satureja thymbra

Acido gélico

I'-terpineno

Kaempferol

Timol

Fenol
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Simarouba versicolor

Carvacrol

11-Acetylamarolide

Glaucarubinone

Solanum trilobatum

Fitoesteroles

Solasonina

Solamargina

Stemona collinsae Craib

B-2-solamargina

Estenina

croomina

estemonidina

tuberostemonina

Luteina)

Tagetes erecta

estemoamida

Tagetes minuta

Tiofenos

Piperitona

Ocimenona

Dihidrotagetona
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Tagetes patula Tagetone

Indano

Z-ocimeno

D-limoneno

terpinoleno

Bervenona

patuletina

quercetina-3-O-pentosida

Kaempferol

piperitona

https://sci-
hub.se/https://link.springer.co
m/article/10.1007/s00436-013-
3660-4

Tetradenia riparia a-pironas

14-hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno

Bervenona
Thymus vulgaris Timol
Vitex negundo Alcanfor
Agnusida
Aucubina

https://repository.unad.edu.co/

bitstream/handle/10596/25394

1%20%09hrperaltat.pdf?seque
nce=1&isAllowed=y
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Isoorientina

Luteolina

6,8,4'-trimetoxiflavona

Withania somnifera Carvacrol

Lippia Timol
graveolens(Hojas de
Oregano)

b-cariofileno

Canfor

Linalol

Alfa-pineno

Timol

p-cimeno

Luteolina

Apigenina

Naringenina

Lapachenol

Icterogenina
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R. Officinalis(hojas de Pinocembrina
romero)

Limoneno

Linalol

Mirceno

Verbenona

Cirsimarina

Diosmina

1,8-cineol

Alfa-pineno

Alcanfor

Alfa-terpineol

Canfeno

Borneol

Hesperidina

Nepitrina

Nepetina
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Picrosalvina

Carnosol

Isorosmanol

Rosmadial

Rosmaridifenol

Rosmarigquinona

Acido oleandlico

Acido ursélico

Acido rosmarinico

Acido cafeico

B. Pilosa Acido clorogénico https://revistamvz.unicordoba.

edu.co/article/view/304
S. Nigra Fenilheptatrino

Glucopiranoésido

Estigmasterol

b-sitosterol

Luteolina

Acido a - linolénico
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Acido linolico

N. Tabacum Rutina

Flobafeno

Quercetina

Apigenina

Acido caféico

colina

Acido malico

Acido valerianico

Acido tartarico

Acido Estearico

Acido miristico

Fitosterina

Bocconia. Arborea Nicotina

Acido cafeico

Acido clorogenico
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Boconietrina

Boconiclorina

boconiyodina

cheleritrina

Protapina

Alocritapina

A. Cumanenses Boconixantina

Cariofileno

Humuleno

germacrene-D

B-pineno

a-pineno

P crassinervium Crisantenona

Limoneno

Germacreno

Sabineno
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Alfa-pineno

Piper aequale Biciclogermacreno

Germacreno D

Alfa-cadineno

Beta-selineno

Trans-B-cariofileno

Alfa-Gurjuneno

Rosmarinus officialinis dehidrofukinona

1,8-cineol

Alcanfor

a-pineno

Canfeno

Borneol

Acido ursélico

Acido betulinico

Rosmadial
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Verbenona

B-cariofileno

isorosmanol

rosmanol

metil carnosato

a-cariofileno

acetato de bornilo

isorosmanol
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Anexo 2.
Certificado de participacion en el V Congreso Colombiano de Bioquimica y Biologia Molecular

C2B2 y la XI Reunion de la Sociedad Latinoamericana de Tuberculosis y otras Micobacteriosis

SLAMTB, 2023.

L Vv %
(B:‘2 Congreso Colombiano de Lo | SLAMT_B

“upes® Bioguimicay Biologia Molecular

El comité organizador del V Congreso Colombiano de Bioquimicay Biologia Molecular C2B2y
la Xl Reunion de la Sociedad Latinoamericana de Tuberculosisy otras Micobacteriosis SLAMTB,
certifican que el trabajo titulado:

“Estudio /n silico e in vivo de metabolitos secundarios de
plantas con accién inhibitoria sobre proteinas de la cadena
respiratoria mitocondrial y la acetilcolinesterasa de
Rhipicephalus microplus”

de autoria de Bethsy Natalia Alfonso-Nuriez, Andrés Felipe Cabezas-Cardenas, Gloria Stefany

Avendano-Mora, Luis C Vesga, Stelia Carolina Mendez-Sanchezy Jonny Edward Duque Luna,

fue presentado en modalidad de poster,enel V C2B2y la XI SLAMTB en la ciudad de
Bucaramanga, del 8 al 10 de noviembre del 2023.

En constancia firman el 15 de noviembre de 2023

Ao hews TJI0 ZI:W"“"“’

> y 2 T
D, Adriana Umana Perez Dira.Stelia (‘nrolimﬁdmrlm. Dir. Carlos Yesid Soto . Lociana Balboa
Presidente comité organizador Presidente comité HMentifico Presidente comité or ganizador Presidente comité cientifico
vcze2 vezez SLAMTE SLAMTR
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