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1.0 INTRODUCCION

Los compuestos bioactivos son casi siempre toxicos en altas désis sin
embargo en bajas concentraciones pueden tener una accién sobre los seres
vivos ya sea de curacién, mitigacion, tratamiento o prevencién de
enfermedades. La muerte de un organismo zooldgico cuandose realiza una
prueba in vivo puede servir convenientemente como un monitor para el
descubrimiento de un nuevo producto natural o sintético bioactivo .

Las pruebas de actividad bioldgica sobre larvas de Artemfa_salina
constituyen un método répido ,reproducible, econdmico y conveniente como un
bicensayo general para compuestos y exiractos de plantas®. Se encontré en
otros trabajos que éste bioensayo es predictivo de propiedades insecticidas y
antiparasitarias de los compuestos probados?0.

El sorbato se etilo es un derivado del &cido sérbico con la siguiente
férmula :

o

A~Aon

Ambos tienen actividad fungicida por lo que se usan como conservadores de

alimentos 3227, En otros trabajos se encontré que algunos derivados de sorbato
" de melilo tienen actividad biolégica en vegetales ,como herbicidas , y en
algunos casos como reguladores de crecimiento?.

En este trabajo se sintetizaron darivados del sorbato de etilo (6-ariloxi -
2,4-hexadienoato de etilo ) introduciendo en la posicidn 6grupos ariloxi con
diferentes sustituyentes en e! anillo aromatico :

o

R@ﬂ)\/\/\)‘\ost

R= H ; 0-Br; m-Br; p-Br; m-F; m-CF, ; p-MeO.

-



Posteriormente algunos de los  ésteres obtenidos (6-ariloxi -2,4-
hexadienoato de etilo) se redujeron a su correspondiente alcohol ({ 6-ariloxi -
2,4-hexadien-1-0l );

@’0\/\/\/\
R OH

R= H; o-Br; m-Br; p-Br.

El objetivo de hacer estas modificaciones en el sorbato de etilo fue el de
tratar de incrementar su actividad biolégica .Para evaluar ésta actividad se
hicieron pruebas de letalidad ( Désis-Respuesta ) sobre la larva de camarén
{Artemia_salina ) ,tomando en cuenta que este estudio es preliminar para
sugerir otros bicensayos especificos con los derivados de sorbato de etilo
sintetizados.

2-



2.0
ANTECEDENTES



21 PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

2.1.1 FARMACOLOGIA!

La Farmacologia es la ciencia que estudia a las drogas entendiendose
por droga o farmaco en su acepcién general, a toda sustancia que tiene accién
sobre los seres vivos. Desde el punto de vista médico, farmaco es toda
sustancia que puede utilizarse para la curacién, mitigacion, tratamiento o
pravencidn de las enfermedades del hombre u otras animales.

La Fammacologla abarca diversos campos que comprenden la
farmacognosia, farmacodindmica, farmacocinética, farmacotécnia, terapetitica y

. toxicologia, como las cuales a continuacion :

a) Farmacognosia. Estudia el origeh, caracteres,estructura anatdmica y
composicién quimica de los farmaco naturales del reino vegetal y animal, asi
como sus constituyentes, todo lo cual asegura su identificacion .

b) Farmacodinamia. Estudia la accién de los farmacos sobre los organismos
vivos,animales y humanos y constituye la parte mas importante de la
farmacologfa , ya que el conocimiento de la accidn farmacoldgica es esancial
para su aplicacién en el tratamiento o prevencidn da las enfermedades .

c) Farmacocindtica. Comprende el estudio de la  absorcidn,
penetracion,distribucion y excresion de los farmacos en el organismo.

d) Farmacotecnia. Se encarga de la preparacién de los farmacos para su
administracion al paciente.

e) Toxicologlia. Es el estudio de los venenos y sus efectos adversos en el
hombra (seres vivos). Veneno o toxico es una sustancia que por sus
propiedades quimicas es capaz de destruir la vida o dafiar la salud, es decir ,
una sustancia que puede producir manifestaciones o reacciones perjudiciales,
adversas o nocivas .Es asi que muchos farmacos son capaces de actuar como
venenos y a menudo es dificil la separacion de sus propiedades farmacolégicas
y toxicolgicas. La toxicologia constituye de por si una disciplina que incluyen el
origen, quimica, accién toxica, investigacién, diagnostico y tratamiento de las
intoxicaciones, disciplina que guarda intimas relaciones con la medicina legal,
industrial y salud piblica,por lo que sa considera como una disciplina aparie de
la farmacologia.
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2.1.2 ENSAYOS BIOLOGICOS!

Un tema importante de ia farmacodinamia se refiere a la valoracion o
ensayo biolégico de los férmacos, entendiendose como la medicién de la
potencia de los farmacos determinando la concentracién de los principios
activos que contienen. Existen dos tipos de valoraciones:

a) Ensayo quimico. Determina por métodos quimicos la concentracion de
principios activos de un compuesto determinado. El ensayo quimico es el més
exacto. .

b) Ensayo bioldgico. En este tipo de ensayo se determina la concentracién de
sustancias activas por medicidn de la respuesta farmacologica que ellas
provocan en los animales o tejidos vivos de prueba .Se trata de métodos menos
exactos que los quimicos y se emplean cuando estos Ultimos son poco
sensibles a las sustancias activas.

El ensayo biolégico tiene la desventaja de ser mas laborioso que el
quimico ya qus requiere del uso de animales e inversién de tiempo, sin
embargo presenta ventajas en cuanto especificidad y en algunas ocasiones
lloga a ser mds sensible que el método quimico. Si no existe una concordancia
entre los resultados de los métodos bicldgicos y quimicos para la valoracién de
una sustancia farmacologicamente activa el ensayo bioldgico se considera mas
exacto por definicion.

CLASIFICACION DE LOS METODOS BIOLOGICOS!2

La clasificacion de los métodos biolégicos depende del tipo de respuesta
que generan las sustancias activas en los organismos vivos . Las respusstas
pueden ser graduales o cuantales.

a) Respuestas graduales o cuantitativas: Son aquellas en las que se
mide la magnitud de la respussta, por ejemplo, el peso de un animal o la
amplitud de una contraccién muscular,

b) Respuestas cuantales, cualitativas o del todo o nada. Es decir
existentes o no existentes, por ejemplo la muerte.
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Tomando en cuenta estos conceptos los métodos se clasifican en dos
grupos :

1. Métodos directos basados en la ddsis umbral. Consisten en medir la
désis umbral en cada animal al que se administra el farmaco lentamente, por lo
comUn por vfa intravenosa hasta observar el efecto, en general [a muerte o sea
una respuesta del todo o nada.

2. Métodos indirectos basados en respuestas graduales. Consisten en
determinar dichas respuestas en distintos animales, divididos en grupos por lo
meros en ntmero de seis para cada uno a los que se suministran diferentes
désis del preparado standard y del desconocido, comparéndose los efectos.

CURVAS DOSIS RESPUESTA!2

Para fratar de establecer el mecanismo de accion de una
sustancia,analizando esta accién, es indispensable encontrar primero las
relaciones de magnitud entre las d6sis del formaco y la intensidad de los efectos
producidos o las respuestas, lo que dé lugar a la llamada curva DOSIS-
RESPUESTA. Dicha curva puede establecerse mediante estudios efectuados
en organismos entaros, aislados o células Unicas. Dependiendo del tipo de
respuesta (cuantal o gradual)sera la curva. )

Curva Désis-Respuesta Gradual : Al establacer la curva-désis respuesta
se toman en las abscisas los logaritmos de las dosis en lugar de las dosis
mismas. pues, se ha demostrado que para los célculos es mas exacto ya que en
esta forma la distribucion de los valores se adapta mejor a la curva normal y en
las ordenadas se toma la respuesta en forma absoluta. En todos los casos la
curva dosis-respuesta es sigmoidea, pero si se considera la parte central de esa
curva os lineal o rectilinea tomando el nombre de linea de regresién lo que
facilita los calculos pertinentes (figura 1).



Curva Désis-Respuesta cuantal : Al trazar la curva se coloca la désis en
la abscisa, y en la ordenada el porcentaje de los animales con respuesta
farmacolégica positiva obteniendo una curva sigmoidea denominandose curva
caracteristica de la droga,de ésta curva puede deducirse el efecto determinado
en el cincuenta por ciento de los casos es decir la désis efectiva 50% o désis
media (DEso), también se puede deducir la désis ietal 50% (DLso), (figura2). La
curva de la figura 2 puede ser linearizada mediante un tratamiento estadistico
de manera que exista proporcionalidad entre el logaritmo de fa ddsis y la
respuesta. Este método se basa en la transformacién de la curva sigmoidea o
curva de frecuencia integrada en la curva normal de distribucién de frecuencias
(figura 3), por lo que a cada porcentaje de respuesta positiva (muerte por
ejemplo) en la ordenada corresponde a un multiplo de la desviacién standard en
las abscisas. A los valores de desviacién standar correspondientes si se les
suma 5 da el probit correspondiente a cada porcentaje que también puede
leerse directamente en tablas. Si se relacionan los logaritmos de las ddsis y los
probits correspondientes a los porcentajes de las respuestas cuantales
observadas se obtiene una linea de ragresion recta que hace posible la
comparacién entre dos o mas sustancias probadas (figura 4).

El célculo de los probits asegura que la distribucién es normal y $acilita la
linearizacion de las curvas no lineales, por ejsmplo en la figura 4 fa distribucién
es lognormalmente distribuida. En la actualidad este tratamiento es simplificado
por medio de programas de computacion que invierten menos tiempo.
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'2.1.3 PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA EN Artemia salina

Los compuestos bioactivos son casi siempre téxicos en altas
concentraciones sin embargo en bajas concentraciones pueden tener una
accién sobre los seres vivos ya sea de curacion, mitigacion, tratamiento o
prevencién de enfermedades. La farmacologia es la simple toxicologia de una
dbsis baja o la toxicologia es la simple farmacologia de una ddsis alta3, Por eso
la muerte in vivo en un simple organismo zool6gico puede ser usado
convenientemente como un monitor para descubrir un nuevo producto natural o
sintético bioactivo.

Muchos compuestos nuevos ya sean nalurales o sintéticos pueden tener
una una determinada actividad biolégica util , que puede quedarse sin
conocerse durante afios . Existen bioensayos costosos y complicados que vale
la pena aplicarlos a sustancias y extractos con actividad especifica importante.

Los productos naturales o sintéticos mas actives son toxicos a elevadas
dosis, para detectar una posible actividad bioldgica se ha desarrollado un
bioensayo general efectivo que es simple de demostrar para sustancias téxicas
sobre sistemas zooldgicos. Si en alguna sustancia es detectada una actividad
importante puede emplearse posteriormente un bioensayo mas sofisticado y
especifico. Dicha prueba general es rapida econémica y facil de realizar en el
laboratorio, para esto se emplea un pequefio crustidceo, camarén de aguas
salobres (Artemia salina), como una herramienta para monitorear
fisiologicamente la actividad de los compuestos puros o extractos de plantas,

Los huevecillos de., Arfemia salina estan disponibles a bajo costo en el
mercado como alimento de peces, y permanecen viables por afios en estado
seco. Los huevecillos se incuban en una solucion salada entre 24-48 horas
produciendose un gran numero de larvas (nauplio), gue es la etapa en la que
se realiza el bioensayo.
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BIOLOGIA DE Artemia salina

El camar6n de agua salada muestra un cuerpo delicado y alargado con
una caracteristica de ausencia de caparazon . La segmentacién es claramente
desarrollada y tres regiones son evidentes : cabeza , torax y abdomen. Figura 5
y 6. Elindividuo tiende a medir de 10 a 12 mm de longitud dependiendo de la
especie, aunque esto se ve generalmente afectado por la temperatura y su
color es generalmente rojo brillante dependiendo del grado de oxigenacion.

Artemia_salina es un miembro de los crustaceos anostracas (sin
caparazén) y perienece a la subclase branquedpoda y se encuentra en lagos de
aguas saladas en todo el mundo. A.salina en estado seco permanece
enquistado , |a reanudacién de la actividad metabdlica y la eclosion (salir del
huevo) estd resumida en la hidratacién sobre un cierto humbral (0.65g H20/g
de quistes secos) el cual es un valor medio aproximado de la hidratacion
completa del quiste. El mecanismo no estd completamente establecido pero dos
fases son clamente establecidas: 1) El "estado de rompimiento”,es ia fase en la
cual el prenauplio estalla completamente y 2) "La emergencia” o la eclosién
propiamente dicha es aquella en la cual la membrana cuticular es disuelta y el
nauplio emerge nadando libremente.La etapa de eclosién varia notablemente
entre los crustdceos, en el caso de _A, salina los huevos eclosionan como
larvas nauplio. Este crustdceo ha sido extensamente estudiado , puede tolerar
salinidades que fluctlan desde 10 % del agua de mar, al punto de saturacion
del cloruro de sedio.

La presién osmdtica varia ligeramente con las condiciones ambientales.
Esta presidn osmética nunca cae por debajo del equivalente de
aproximadamente 1% de cloruro de sodio, ni excede el 2.8 %, incluso cuando
se encuentra en una solucion de cloruro de sodio al 30 % . La regulacién iGnica
se conserva por la absorcidn o excresion de sales a través de las branquias . Se
sabe también que A. salina puede excretar orina hipsrosmética respecto a su
sangre ; cuando el animal se encuentra en aguas salubres , la presién osmotica
de la orina es cuatro veces superior a la de la sangre*

Las primeras referencias sobre A, _salina  se hicierén por Schlosser
(1756) notificando 1a presencia de un "curioso animal " en las calderas saiadas
,posteriormente en 1758 , Linneus introduce este animal en el Sistema Natural
con el nombre de Cancer Salinus. 1.a descripcion mas moderna del género es
acordada por Leach (1819 ).

-10-
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DESARROLLO DE LALARVA,

El crecimiento es acompaiado a través de una serie de estadios , la
nomenclatura pura en el estado del crecimiento animal difiers entre autores
pero generalmente corresponde a la seria de estadios 0 modelos. La duracién
entre cada periodo se vé fuertemente afectada por la temperatura del medio.

Durante los primeros -estadios de desarrollo el canal digestivo no es
desarrollado completamente sin embargo sobrevive. Las antenas son
relativamente largas y sirven como apéndices de locomocién , dando a las
larvas su caracteristica de movimiento nadande. Una vez establecida la
operacion del sistema digestivo la antena actia como una parte mas.

A continuacién se muestran los esquemas de los primeros tres estadios
de Artemia salina nauplius de California Figuras 7,8 y 9.

FIGURA7

antenula

endipodita

antena
\ exopodita

L———-mandlbula

Tiempo de incubacién : 10 horas
Temperatura : 20°C
Tamafio : 450-475 p
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FIGURA 8

germinales

Tiempo de incubacién : 20 horas
Temperatura : 20 °C
Tamafio: 630 p

FIGURA 9 .
ojo naupliar

gnatobasenseta
(bifurcada)

-tronco somita 1

tronco somita 6

Larva después del segundo estadlo larvario
Tiempo de incubacién ; 40 horas
Temperatura : 20 °C
Tamafio: 725
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El uso de Arfemia salina en ofros bioensayos ya se reportaba desde
antes de los afios cincuenta, por ejemplo: su aplicacién en el analisis de
residuos de pesticidas 56 ; como una prueba animal para la determinacion de
insecticidas por contacto 7 ; como un indicador de componentes tdxicos en
aguas residuales 8 ; para determinacién de toxicidad de productos como
surfactantes , NaOH , Na2 § , CuSQO4, ZnSOa, en la superficie de aguas @ ,
toxicidad de micotoxinas 91013 ; toxicidad en taninos 11 ; deteccion de
insecticidas organofosforados en productos carnicos 12 ; efecto de la toxicidad
de herbicidas en los crustéceos 14 .

£n 1a actualidad se sigue aplicando _A. salina para la determinacidn de
toxicidad en diversos campos como : en colorantes para alimentos 1516 ; en
fungicidas 17, en la determinacion de toxicidad y actividad bioldgica de
productos naturales 3 ; pruebas de toxicidad en aguas residuales '8 ; en
anestésicos 19; ; toxicidad de micotoxinas 2! ; toxicidad de polimeros de tributil
acrilato 22, como una prueba general para determinar sustancias con posible
actividad antitumoral 3.

Artemia salina como una posible altemativa para sustituir una
prueba especifica para determinar compuostos antiparasitarios y/o
insecticidas en analogos de avermectinas 20,

Los derivados de avermectina son lactonas macrociclicas naturales que
presentan una afta actividad antiparasitaria , para probar esta actividad
bioldgica en compuestos naturales y sintéticos existen bioensayos utilizando
Caenoarhabditis _eleqans . Este bioensayo es apropiado para detectar
antihelminticos sin embargo requiere de mucho trabajo para su realizacién . Par
tal motivo se propuso un bioensayo alternativo que involucra el uso de larvas de
Artemia salina 2 el cual se ha venido utilizando por mucho tiempo para
determinar toxicidad en compuestos organicos @ . A este bioensayo se le
hicieron modificaciones para adaptario en la determinacidn de antiparasitarios
en estos compuestos ( derivados de Avermectinas ) y el criterio que se sigui®
para determinar las dosis de toxicidad fué 1C100 {concentracion de
inmovilizacion en el 100 % de los animales de. prueba ) obteniendose valores
entre 0.11a > 55.5 ppm:

-14-



TABLA {. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE DERIVADOS DE AVERMECTINA EN
' LARVAS DE Artemia salina.

COMPUESTO ACTIVIDAD BIOLOGICA
€100 (PPM)
Avermectin B2 0.165
4"-epi-amino-4"-deoxiavermeclin 1.73

Bl
2-~epi~avermectin Bl 555

Se han reportado valores de actividad biolégica en Arfemia salina de
algunos insecticidas comerciales como fos que a continuacion se presentan 7.

TABLA I
INSECTICIDA COMERCIAL TOXICIDAD
D150 {ppm)
DT 0.15
THIGDAN 0.15
1INDANE 1.00
CLORDAN 1.00
TOXAPHENE 0.60
HEPTACLOR (.60
ALDRIN 0. 60
DIELDRIN 0.60
PARATHION 0.15
CLORTION 0.5
DIAZINON 0.10-0.30
DIPTEREX 0,10-0.90
SYSTOX >10.0
METASYSTOX >10.0

-15-



TABLA |. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE DERIVADOS DE AVERMECTINA EN
* LARVAS DE Artemia salina. :

COMPUEST® ACTIVIDAD BIOLOGICA
1C100 {PPH)
Avermectin B2 0.165
4"-epi-amino-4"-deoxiavermeelin 1.1
Bl )
2-cpi-avermectin Bl 65.5

Se han reportado valores de actividad bioldgica en Artemia salina de
algunos insecticidas comerciales como los que a continuacién se presentan 7

TABLA [l
INSECTICIDA COMERCIAL TOXICIDAD
Di50 (ppm)
DT 0.15
THIODAN 0.15
LINDANE 1.00
CLORDAN 1.00
TOXAPHENE 0.60
HEPTACLOR 0.60
ALDRIN 0. 60
DIELDRIN 0.60
PARATHION 0.5
CLORTION 0.15
DIAZINON 0.10-0.30
DIPTEREX 0.10-0.30
SYSTOX 5100
METASYSTOX >10.0

-15-



2.2 APLICACIONES B|0LOGICAS DE LOS DERIVADOS DE
-ACIDO SORBICO Y SORBATO DE ETILO.

2.2.1 DERIVADOS DEL ACIDO SORBICO
El 4cido sdrbico fue aislado por primera vez de las bayas del fresno en
1859 por AW.Van Hoffman , un quimico Aleman , La estructura de! acido
. sérbico fue determinada alrededor de 1880, y sintetizado por primera vez por
0.Doebner en 1800, Mas tarde se descubri6 que el 4cido sorbico era un
conservador antimicrobial poderoso y en 1945 fué patentado en E.A.U. El 4cido
sdrbico es reconocido como un agente fungiestatico efectivo para atimentos.
Desde entonces el &cido sérbico y sus sales han sido usados en alimentos
como efectivos inhibidores de hongos y ciertas bacterias®,
El &cido sérbico es un dcido graso monocarboxilico E,E insaturado con la

siguiente férmula :
/\/\/ILOH

El 4cido sorbico tiene mayor actividad antimicrobiana cuando 1a molécula
se encusntra sin disociarse que cuando esta disociado, por lo que su
efectividad puede alcanzar hasta un pH maximo de 6.0 . El ac. sérbico es
metabolizado y eliminado por el hombre como cualquier otro acido graso a
través de la B- oxidacion y por lo tanto no es téxico 2. Se propone que la
accion de este acido como conservador estd basada en la propiedad de unirse
a la superficie de las células microbianas , modificando la permeabilidad de la
membrana y el metabolismo? . tambien se ha sugerido que su extructura de
dieno interfiere con el sistema enzimético de las deshidrogenasas de los
microorganismos?4. Otro mecanismo de inhibicién propuesto se basa en el
hecho de que el &c. sorbico esta sujeto a reacciones de oxidacion debido a su
insaturacién, 1o que produce radicales libres que atacan al membrana de la
célula, induciendo reacciones secundarias que inhiben el crecimiento
microbiano?
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En la actualidad el &cido sérbico y sus sales siguen utilizandose como
"conservadores de alimentos tales como emulsiones , grasas , quesos, carme,
pescado, vegetales y frutos ya que tienen actividad fungicida 252627.2828,
También se reporta en la literatura como un conservador en cosméticos y
productos farmacetiticos 3. Se utiliza en la medicina veterinaria como un
antibacterial en la prevencion de mastitis 3.

Se han estudiado otros derivados del &c. sérbico tales como &c.
sérbohidroxinamico , sorbamida , sorbato de metilo , sorbato de etilo, 2,4~
hexadienol y sorbaldehido enconirando que también tienen actividad fungicida.
Estos se usan también como conservadores en productos alimenticios y
farmaceliticos® ya que inhiben el crecimiento de Aspergillus niger ,evitando el
desarrollo de sabores y olores indeseables (Esquema 1).

ESQUEMA 1

0

NWOH /\/\/?I\NHZ
1 /\/\j\

/\/\)J\OMe OEt
0

/\/\)I\H ASNSNNon
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3.2.2 DERIVADOS DE SORBATO DE ETILO Y DE METILO

El sorbato de etilo es un liquido transparente y denso, derivado del &c.
s6rbico , forma parte de los componentes volatiles en la maduracién de frutos3,
Es utilizado como un conservador en cosméticos , también se usa para
conservar frutos y vegetales enipacados en bolsas de polietileno, pues como se
ha mencionado posee actividad antifungal 3435 (Esquema).

El bromo sorbato de etilo es el derivado bromado-en la posicién 6 del
sorbato de etilo. Se encontré que este compuesto fue probado como herbicida
y regulador de crecimiento vegetal tambiénse ha probado el sorbato de metilo®
(Esquema 2). )

ESQUEMA 2

0 0
Bre A
i Ot B"\/\/\)LC.Me

Los derivados 6-Ariloxi-2,4-hexadienoato de etilo no se han reportado
aun en la literatura sin embargo se encontré en una patente de 1983 la sintesis y
* actividad herbicida de derivados 6-Ariloxi-2,4-hexadienoatode metilo :

Al—Y\/K/\/u\
R .

R = OH,SH,NH2,0CH3

R1=H, CHs3

Y=0,8

Ar= fenil. piridil, naftil, quinalit, fenoxifenil y piridiloxifenil ; con sustituyentes
halégenos, grupos alquilo, alcoxi, nitro, ciano, trifluorometil, acetoxi, acetamido,

metoxicarbonilo
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Estos compuestos fueron sintetizados y probados como herbicidas, y en
algunos casos se les encontrd actividad como reguladores de crecimiento
vegetal. Se sintetizarén un total de 33 compuestos de los cuales 10 se reportan
como los més activos (Esquema 3). La actividad se midié como fitotoxicidad
sobre especies de plantas no deseables en ddsis de kilogramo por hectarea
(Kg/Ha) observando que os més activos fueron Vi y VII¥7,
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ESQUEMA 3
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C“’< :)"0\/\/\)]\0(:“3 (1
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ESQUEMA 3

Q—O\/\/\)koﬂ (v

(IX)

(X)

F‘@“’\/\/\j\m (1)

@ \/\/\j\ocu (xa)

Co-21-




Se encontré también que algunos compuestos funcionan como
reguladores de crecimiento vegetal mostrando que aceleran la maduracién de la
flor del tomate , como es el caso de los compuestos |, VI, IX, X, Xl y XI137,

La actividad se obtuvo midiendo el peso promedio del fruto con respecto
a un control encontrando que el peso del fruto de las plantas que fueron
tratadas con estos compuestos ,aumenta el doble de lo que pesa un fruto de
una planta que no ha sido tratada?’.

Otra prueba de actividad como reguladores de crecimiento vegetal se
hizo con drboles de manzana y se observd, que al aplicar los compuestos IV, IX,
X, y X!, la caida de las hojas disminufa hasta un 0% en el caso del compuesto
X, 37

Derivados de 2,4- hexadienol. El alcohol sdrbico fue probado como un
agente que evita el crecimiento de hongos en algunos alimentos %2 - También
se han hecho estudios en los cuéles se encontré que el alcoho! sérbico y
derivados funcionan como fotoprotectores de la piel 3 . Con respecto a
derivados de 6-ariloxi -2,4 - hexadien-1-0] atin no se ha reportado nada en la
literatura.
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23 SINTESIS DE 6-ARILOXI-2,4-HEXADIENOATO DE ETILO Y
SUS RESPECTIVOS ALCOHOLES 6-ARILOXI-2,4-HEXADIENOL.

2.3.1 DERIVADOS DE 6-ARILOXI-2E,4E-HEXADIENOATO DE ETILO.
METODOS DE SINTESIS DEL 6-BROMO-2E 4E-HEXADIENOATO DE ETILO.

Se ha encontrado en la literatura que para la obtencion del eter de fenol
(6-ariloxi- 2,4-hexadienoato de etilo), se parte del derivado bromado (6-bromo-
2,4-hexadienoato de etilo) como se muestra en el esquema 4.

ESQUEMA 4

0
B’\/\/\/lk
o+ JO)on
R
[0}
@o\w
R OEt

Existen varios métodos de obtencién del 6-bromo-2,4-hexadienocato de
etilo; ’

a) El primero parte del sorbato de elilo donde se lleva acabo una
bromacién alilica utilizando NBS( N-bromo sucsinimida ) y peréxido de benzoilo
39404142 g| disolvente varia , ya que algunos recomiendan clorobenceno,
tetracloruro de carbono, benceno , y/o cloroformo. El rendimiento varia de 38 a
45 % . (Esquema 5)

ESQUEMA 5§
[0) (o]

wom NES o B’\/\/\)\om
o0
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-b) Este método parte del 2,5 -hexadiencato de etilo que es bromado con
Br2CCls y posteriorments una dehidrobromacion® » abtenisndo un rendimiendo
de 60 %. Esquemaé.

ESQUEMA 6
[¢] Br Br [¢]
/\/\/lt _2£_0‘._
OFt OEt
Br
P B"\/\/\i
—— .
“HBr OEt

¢)En este método se utiliza como materia prima el tstrametoxibuteno (1)
el cual a su vez se abtiene con 80% de rendimiento a partir del furano €l
tetrametoxibuteno (1) se hidroliza selectivaménta al acetal del fumaraldehido(2)
.Posteriormente se fleva a cabo la reaccién de Homer con el fosfonoacetato de
. trietilo obteniendo {3) , el cual sufre una hidrélisis selectiva del grupo acatal
obteniendo (4), este fué reducide con borohidruro de sodio obteniendo el
hidroxiester (5) finalmente la bromacitn de (5) con tribromuro de fésfore nos da
(6) con un rendimiento de 90% 43, Esquema 7.

ESQUEMA 7

M o', MOWW“
W‘/ o', J\/\/\(

N————»‘B"‘ uo/\/\/\ﬂ’ B/\/\/\H/OE‘
o Pbbn s o
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d) Este método parte de 4-bromocrotonaldehido el cual se trata con
alquiloxicarbonilmetilentrifenilfosforano  representando  un  procedimiento
conveniente para la preparacién de 6-bromosorbatos de alquilo con un 57 %
de rendimiento#-Esquema 8. :

ESQUEMA 8
R 0
BI‘M + .
H* (CHgP-CIFCOOR’ g )
— R
R'= Me,Et

La sintesis del 4-bromocrotonaldehido se obtiene a partir del
crotopaldehido por el procedimiento que se muestra en el esquema 8 con un
rendimiento de 62%%.

ESQUEMA 9
R R 0
)\iﬂ I /l\/\ok e,
R B O R O
B'\/K/ko)k . B"\MH

7. AcOC(CHy=CH, 8 Bn 9. H,0
(AcO),Cu
p_TsOH
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OBTENCION DEL ETER DE FENOL

Partiendo del 6-bromosorbato de etilo se lleva a cabo una sustitucién
nucleofilica al hacerlo reaccionar con las sales de sodio del fenol
correspondiente. Uno de estos métodos se realiza a temperatura ambiente en
etanol como disolvente abteniendo los derivados de 6-ariloxi-2,4-hexadienoato
de etilo 46 ruta (a) obteniendo un rendimiento de 38 %, otro métado hace una
modificacién en las condiciones experimentales utilizando atmosfera de
nitrégeno a 35 °C y el disolvente es sustituido por MeOH ¥ (b) con un
rendimiento de 60 %. Esquema 10

ESQEMA 10

,N:OH , H,0
EOH, TA. l

R

F\N\j’kw R,@—O\/\/\/iw
!

by

WOA@R . MeOH, N, , 35C, 3h
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232 DERIVADOS DE 6-ARILOXI- 2,4-HEXADIEN-1-OL

Para la obtencion de los derivados de 6-ariloxi-2,4-hexadien-1-ol se hace
una reduccién de los derivados del 6-ariloxi-2,4-hexadiencato de etilo con
hidruro doble de litio y aluminio 47 . Esquema 11

ESQUEMA 11
0
R
i LiAIH,
I~ S S
R oH
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3.0 PARTE
EXPERIMENTAL.
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Esta parte consta de dos secciones :
. La primera la constituyen los métodos que se usaron para la sintesis de
los derivados de 6-ariloxi- 2,4-hexadienoato de etilo y sus correspondientes
alcoholes .

. La segunda secci6én contiene el métode para la determinacion de la
actividad bilégica de los derivados de 6-ariloxi-2,4-hexadienoato de etilo y sus
respectivos alcoholes , utilizando como animal de prueba la larva de camarén
salado ( Artemia salina) .

Espectroscopia de los productos sintetizados :
. Los espectros de infrarrojo se determinaron en los espectrofotémetros :
FRTIR 1600 Perkin Elmer y Espactrofotometro 1320 Parkin Elmer.
. Los espectros de resonancia magnética protonica se determinaron en
un espectrémetro Varian EM-390-80 MHZ, usando como referencia el TMS.
. Los espectros de ultravioleta visible se determinarén en un Espectro-
fotémetro de U.V. 200 HITACHI, Perkin Elmer.

Puntos de fusién :
. Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Jones, estos
no fueron corregidos.

Reactivos :
. Los raactivos que se utilizaron fueron adquiridos de la marca Aldrich y
se usaron sin purificacién posterior. Los productos obtenidos se purificaron
por cromatografia en columna usando Silica Gel 60 tamafio de particula
0.040- 0.063 mm de Merck y por cromatografia en capa fina preparativa
utitizando Silica Gel como fase estacicnaria.
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3.1 SINTESIS DE 6-ARILOXI- 2,4- HEXADIENOATO DE ETILO Y
SUS RESPECTIVOS ALCOHOLES.

SINTESIS DEL 2,4-HEXADIENOATO DE ETILO 4485051

En un matraz redondo de dos bocas con una capacidad de 250 mi
provisto de un refrigerante en paosiciénde reflujo, se mezcla el &cido 2,4-
hexadien6ico (0.089 mol, 100g) , etanol (2.67mol,157m!) y H2804 con. ( 5ml),
agregando mallas moléculares para absorber el agua producida en la reaccion
y se mantiene a refiujo durante 24 horas y al termino del tiempo la mezcla se
enfria y se filtran las mallas moléculares.

Posteriormente se evapora el etanol restante mediante un evaporador
rotatorio. La mezcla de reaccion se transvasa a un embudo de separacion y se
lava con una solucién al 10 % de NaHCOa, después con agua y por Ultimo se
seca con Na2504 anhidro, E! producto se purifica por destilacién fraccionada a
presién reducida, colectando la fraccion de sorbato de etilo que destila a 65 °C,
3mm obteniendo 97.4g (77.6% ).

U.V. (Etanol) A méax: 258nm

LR.uméx cm -1 {pelicula): 3000-2850 (-CHs , -CHz- ) ; 1720 (—C-O) 1645( -
C=C- conjugados }; 1190( -C-O-).

RMN-H15 ppm: 1.2(t,3H -CHiCHz2); 42 (c,2H, CH+O); 1.85(d,
3H,CHs-CH=) ; 56-7.3 (m, 4H, CH=).
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SINTESIS DEL 6-BROMO-2,4-HEXADIENOATO DE ETILO 3404142

En un matraz redondo 500 ml con tres bocas provisto de un refrigerante
en posicién de reflujo, tapén y termémetro , se mezcla el sorbato de etilo
(0.3566 mol, 50 g ) y 1a NBS( 0.3820 mol , 68 g) en 312 ml de clorobenceno
previamente secado con mallas moleculares y destilado. La mezcla se calienta
lentamente hasta 100°C y posteriormente se adiciona el perdxido de benzoilo
(0.016 mol, 4 g } lentamente en porciones. Después de la adicién se calienta a
reflujo por 0.5 horas , manteniendo la temperatura a no mas de 110°C.

_ Al termino de la reaccién la mezcla se enfria y se fitra la
succinimida,esta se lava con clorobenceno , el filtrado y el clorobenceno del
lavado se evaporan a presidn reducida , finalmente el producto se purifica a
presion reducida, obteniendo un liquido amarillo y denso con p. eb. 114-117
oC, 3mm Hg (17.3 % ,72% pureza * ).

U.V. (Etanol ) A méx : 211 nm.

LR. vméx cm -1 (pelicuta) : 2982,2938 (-CHs-CHz-); 1720 ( C=0 ) ; 1645(C=C
conjugados) ;1194 ( C-0-).

RMN-H15ppm:1.2(t,3H,CHiCHz); 40 (d, 2H, Br-CHz-); 4.2 (c, 2H, -
CH2-0-);5.8-74(m,4H,CH=).

* La pureza se derfermind  utilizando la técnica de andlisis de mezclas
por RMN-H 1
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SINTESIS DE DERIVADOS DE 6-ARILOXI-2,4-HEXADIENOATO DE ETILO 46

Método Geperal.

En un vaso de precipitados de 25 ml se disuelve e} derivado de fenol
correspondiente (0.085 mmol} y el hidroxido de sodio  (0.81mmol) en la minima
cantidad de agua y se adicionan a un matraz de 100 m! provisto de un
refrigarante en posicién de reflujo que contiene una solucién de bromo sorbato
de etilo (0.081 mmol) en 10 ml de etatol manteniendose en agitacion durante
1.5 horas .

Al término de Isa reaccidn el etanol se evapora en un evaporador
rotatorio, el producto transvasa a un embudo de separacién, se exirae con
acetato de etilo y se lava con porciones de NaOH 10% , hasta eliminar todo el
fenol. Posteriormente se lava con agua destilada ,se seca con Na2804 anhidro
y se evapora el disolvente. Finalmente los productos obtenidos se purifican
por cromatografia en columna o por cromatografia en placa fina preparativa.
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PRODUCTOS OBTENIDOS

6-fenoxi ~(2EAE) -hexadiencato de etilo

Liquido amarilio y denso.

Rend. 23%; U.V. (Etanol) A max : 258 nm.

LR. uméx. cm -1 (pelicula) : 2940( CHs, -CHs- ) ; 1715 ( C=0 ) ; 1645 (C=C
conjugados } ; 1240( C-O-C}; 1190 (C-O ) ; 700,760( monosustituido ).

RMN-H 1§ ppm : 1.25 (t,3H, CHiCHz); 4.2(c, 2H, -CH2-0-);4.55 (d,2H,Ar-O-
CHa);5.7-6.65( m,4H, CH=):6.7-7.6(m, 5H, Ar-H ).

O oo

6-{4-bromofenoxi)-(2E.4E)-hexadiencato de etilo

Sdlido blanco. Cristalizado de eter de petroleo en forma de agujas .

pf. 38-39°C Rend. 14.68% U.V.(Etanol) A méx : 254 nm

- 1LR.uméx cm(pelicula):2982(-CHs,-CH2-) ;1712(C=0);1650 (C=C conjugados)
; 1238(C-0-C) ;1178(C-O) ; 822 ( paradisustituido).

R.M.N-H 15 ppm: 1.25(t,3H,CHs-CHz); 4.2(c;2H,-CH2-0-),4.6(d,2H Ar-O-CHa-),

5.6 - 7.45(m,8H,-CH=,Ar-H).



[o]

@ ’ \/\/\)]\om

6-(3-bromofenoxi)-(2E.4E)-hexadienoato de etilo
Liquido amarillo y denso.
Rend. 16%  U.V.(etanol ) A méx : 256 nm
LR. v méx cm-! (pelfcula ) : 2970 (-CHs, -CH2-) ; 1710 (C=0) ; 1620 ( C=C ,
conjugados); 1230 (C-0-C); 1175 { C-0 ) ; 680, 770 ( metadisustituido).
R.M.N-H 15 ppm : 1.25 (1, 3H, CHs-CHz2); 4,2 (¢, 2H, -CH2-0- ) ; 46 (d,2HAr-
O-CHz-) ; 56 - 7.5 (m, 8H, -CH=, Ar-H).

Q

Q—O\/\/\)kom

6- ( 2- bromofenoxi ) - { 2E. 4E ) - hexadiencato de etilo
Liquido amarillo y denso.
Rend. 18.5% U.V. (etanol) A méx : 255 nm
LR. v méx cm! (pelicula) : 2880-2930 (-CHs. -CHz2-); 1710 (C=0) ; 1620
(C=C,conjugados) ; 1236 ( C-O-C); 1180 ( C-O ) ; 748 (ortodisustituido).
RM.N-H'  ppm : 1.25 (t, 3H, CHs-CH2); 4.2 (¢, 2H,-CH2-O-) ; 4.6(d,2H,Ar-O-
CHz); 5.7 - 7.5 (m, 8H , CH=, Ar-H).
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6 - (3 - {waa - trifluorometil)-fenoxi ) ~ {2EAE) - hexadienoalo de etilo
Liquido amaritio y denso.
Rend. 123%  UV.(etanol} A : 257 nm
LR. uméx cm-l(pelicula) : 2985~ 2910 (-CHs , -CHz.); 1710(C=0); 1620 (C=C
,conjugados); 1230 (C-0-G); 1170 (C-0);790,690 (metadisutituido).
RMN-Ht & ppm : 1,25( t3H,CH3-CHz); 4.2(c,2H,-CH2-0-)4,6(d, 2H ,Ar-0-
CH2);5.6 - 7.7(m,8H,CH= Ar-H).

0

F

[

—

3 - fluorofenoyi ) - ( 2E4E) - hexadienoato de elilo

Liquido denso y amarillo.

Rend. 10 % U.V. (etanol) A mdx : 253 nm

LR. vméx cm-1 (pelicula) : 2985-2820(-CHs, -CHa-);1700{C=0);1620(C=C ,
conjugados); 1250(C-0-C); 1180(C-0) ; 770,690 (metadisustituido).

RM.N-H1 & ppm: 1,25 (1,3H,CHs-CH2); 4.2(c, 2H,-CH2-0-);4,6(d,2H,Ar-0-CHz);
5.6-7.6(m, BH, CH=, Ar-H).
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6 - ( 4- meloxifenoxi ) - { 2EAE ) - hexadiencato de etilo

Lfquido denso y amarillo.

Rend. 18% U.V. (etanol) A méx : 257 nm

L.R. v méxcm-Y(pelicula): 2936(-GHs,-CHz-);1712(C=0);1620(C=C, conjugados)
1230(C-0-C) ; 1182 (C-0) ; 826 (paradisustituido).

R.MN-H1 & ppm : 1,25(t, 3H ,CHs-CH2); 3.8 (s,3H,CHs-Ar); 4.2 (¢, 2H, -CHz-0-),
4.6 (d,2H,Ar-0-CHz); 5.8-7.6 (m, 4H,CH=); 6.85(s,4H,Ar-H).



SINTESIS DE DERIVADOS DE 6-ARILOX)-2,4-HEXADIEN-1-OL

Método general.

En un matraz redondo de 500 m! con fres bocas, provisto de un
refrigerante en posicion de reflujo y un embudo de adicidn  previaments
secados en una estufa , se coloca una suspension de hidruro dobie de litio y
aluminio (0.0675 mol) en 150 mi de éter seco enfriando externamente a 0°C
con un bafio de hielo-sal . La mezcla se agita y se agrega a través del embudo
de adicién el ester sorbico (0.0706 mol) disuelto en éter seco {150 ml) y se
continua agitando durante 30 min.

Al termino de este liempo la reaccién se destruye adicionando
lentamente agua, seguido por la adicién de H2804 al 10% . La mezcla de
reaccidn se transvasa a un embudo de separacién , se exirae con éter , se
lava con bicarbonato de sodio difuido y posteriormente con agua . Finalmente
se seca con Na:SO+ anhidro y se evapora el disolvente en un evaporador
rotatorio. Los productos se purifican por cromatografia en columna o en capa
fina preperativa,
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PRODUCTOS OBTENIDOS

©>—0\/W\on

6-fenoxi- (2E.4E)-hexadien-1-ol
Liquido transparente y denso
Rend. 43.5 % U.V. (etanal) A méx : 227 nm
LR. vméx cm!(pelicula): 3350(Q-H ) ; 2920(-CHz ) ;1610(C=C , conjugados)
1050(alcohol primario); 765,700 (monosustituida).
R.M.N-H135 ppm: 1.3 - 1.7 (1H,0-H) ; 4.2(d,2H,CH2-OH);4.6(d, 2H,CHa2-0-Ar);
5.6 -7.5 (m,9H,CH=,Ar-H).

&—@—o\/\/\/\on

6~(4-bromofenoxi) - (2E4E) - hexadien-1-ol
Sélido blanco .Cristales en forma de agujas.
Rend. 43%  pf. :64-650C U:V. (etanol} A max : 232nm
LR, umax cm1 (pélicula ):3308(0-H) ;2858(-CH2),1600 (C=C , con;ugadus )
1076 (alcohol primario);824 (paradisustituido).
R.M.N-H1 § ppm: 1.3 - 1.7 (1H,O-H ):4.2((d, 2H ,CH2-OH):4.6(d, 2H,CHa- OAr)
5.7 -7.6 (m, 8H,CH=;Ar-H).
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6-(3-bromofenoxi)-(2E4E)- hexadien-{~al

Liquido amarillo’y denso.

Rend. 40% U.V. {stanol)A mdx : 230 nm

1R, vmax cm-1 (pelfcula):3332(0-H);2866(-CHz); 1600(C=C conjugados ) ; 1068
{alcohol primario); 770, 690 (metadisustituido).

RM.N-H! & ppm:1.3 - 1.7(1H,0-H),4.2(d,2H,CH2-OH);4,6(d,2H,CH2-O-Ar};
5.5+7.4 (m,8H,CH=Ar-H).

G- (2-bromofenoxi)-{2E.4E)-hexadien=1-ol

Liquido amarillo y denso.

Rend. 42% U.V. (etanol) A méx :230 nm

1.R. uméx cm1 {pelfcula):3340(0-H); 2864 (-CHz-);1600(C=C conjugados) ;
1074{alcohol primario); 750(ortodisustituido).

R.M.N-H! & ppm : 1.9(1H,0-H);4.2(d,2H,CH2-OH);4.6(d,2H,CH2-O-Ar);
55-7.5(m,8H,CH=,Ar-H).



3.2. PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA EN Artemia salina

MATERIAL:

« Artemia salina Leach ( larvas de camarén)

e Saldemar (Marcacomercial: Instant Ocean )
Un tangue pequefio con una division perforada por la parte inferior
{Esquema 12).

« Lémpara de luz blanca

e Geringas de 5m! ,0.5ml, 100 pl y 10ul.

« Frascos viales de 10 m! (8 tubos por muestra mas un control)

PROCEDIMIENTO :
A) Obtencién de las larvas de A, salina

El agua de mar se prepara disolviendo 38 g de sal de mar en un litro de
agua destilada; posteriormente se filtra para eliminar las particulas
suspendidas.Se agrega suficiente agua de mar en un pequerio tanque
(Esquema 12) y se adicionan aproximadamente 50 mg de los huevecillos de
Artemia salipa.  en una de las divisiones de el tanque y ésta se tapa con
papel aluminio para evitar que entre Ia luz . La olra parte se tapa con una red
o un pedazo de tul para evitar que los insectos entren y contaminen el agua. El
tanque se coloca debajo de una ldmpara de luz blanca durante 48 horas
para que los huevacillos maduren a su fase de larvas (Esquema 12).



ESQUEMA 12

LAMPARA

TANQUE

TANQUE
PAPEL RED DE TuL,

ALUMINIO TR
AL -
AT, Y
HHHHTHAHT

ORIFiCIO
INFERIOR +

E

18cm
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B) Preparacién de las muestras.

Preparar los viales para la prueba : para cada muestra |a prueba inicial es
-de 1000, 100, 10 pg/m! que es lo mismo que 1000, 100 , 10 ppm ; preparar 3
viales de cada concentracién dando un total de 9 viales por muestra, Para 20
mg de muestra se adicionan 2 ml de el disolvente orgénico volétil , quedando
una concentracién de 20 mg/ 2ml ; de esta dilucién transferir alicuotas de 500 ,
50y 5y a los viales comespondientes a 1000 , 100 , 10 ppm
respectivamente . Se evapora el disolvente con alto vacio 6 dejndolo
volatilizar toda la noche . Para fograr una mejor solubilidad de fa muestra en el
agua puede adicionarse posteriormente dimetil sulféxido (DMSO) hasta una
concantracion maxima de 50pl / 5 ml . Después adicionar agua de mar a cada
vial y 10 larvas do Artemia salina aforando el volumen hasta 5 m! con el agua
de mar. Dejar las larvas en contacto con la muestra durante 24 horas
cumplido el tiempo contar los sobrevivientes o los muertos segln sea el caso.

Los datos son analizados por medio de un programa de computadora que
determina los valores de DL50% con intervalos de 95 % de confiabilidad 52-

Para una muestra muy activa es necesario hacer diluciones adicionales a
menos de 10ug/mi (menos de 10 ppm). Las conceniraciones pueden ser
preparadas y probadas para buscar intervalos mas pequefios usando 2mg/ml.
Para esta concentracién las diluciones seran de 100 . 10, 1 ug/ml ( ppm) . De
esta manera se encontraran concentraciones intermedias confiables que se
acarquen mds a el DLsox .
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Para la obtencién de buenos resultados se hicieron las siguientes

consideraciones:
. Los frascos viales y las geringas fueron lavados hasta quedar excentos
de detergente u otro compuesto ajeno al analizado .
. Los compuestos que se analizaron fueron purificados y las cantidades

utilizadas para preparar las ddsis fueron pesadas lo més exacto posible.
. El agua de mar fue preparada a una conc. de 38 g/l y se filtr6 para evitar
tener cualquier solido suspendido.

. La intensidad de iluminacién y temperatura durante la incubacion de las
larvas fueron constantes durante el experimento.
. Para facilitar la solubilidad de los compuestos probados en el agua se

utilizé DMSO (dimetil sulféxido ) hasta 50 pl, el volumen de este disolvente no
interfiere en la actividad ya que a esta concentracién resulta inécuo para la
larva de Arfemia salina %54, E| DMSO es un solvente polar aprético lo cual
facilita la solubilidad de compuestos organices con el agua .

En general el ensayo biolégico utilizado para la determinacién de la
actividad biolégica de los derivados de sorbato de elilo y sus respectivos
alcoholes , es un método facil de realizar, reproducible, econdmico y el animal
de prueba ( Artemia salina ) es un organismos ideal, ya que los resultados de
toxicidad fueron reproducibles .

En la mayorla de los ensayos biolégicas el error principal proviene de la
variabilidad de la respuesta en el organismo de estudio , por tal razon Arfemia
salina debe ser cultivada bajo condiciones constantes de T, salinidad, pH,
intensidad de luz , oxigeno y adecuada circulacion de agua para obtenerse en
el estado o forma deseada minimizando la variabilidad de respuesta biolégica5s.

. Los primeros tres estados de la larva tienen diferencia en sensibilidad a
sustancias con actividad biolégica, es por esta razén que el cultivo es un
factor critico cuando se disefia y se realiza un experimento de toxicidad .

EL criterio que se tomd para considerar una larva muerta es 1a total
inmovilizacién causada por el compuesto probado .
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4.1 METODOS DE SINTESIS

Los métodos de sintesis para los derivados de 6-ariloxi-2,4-hexadienoato
de etilo y sus respectivos alcoholes fueron seleccionados de acuerdo a las
materias primas disponibles , también se tomé en cuenta que las reacciones se
llevaran a cabo en menor nimero de pasos .

. OBTENCION DEL 2E,4E-HEXADIENOATO DE ETILO
.Para la obtencién de! 2,4-hexadienoato de etilo se partié del 4c. sorbico,
el cual fue esterificado con el etanol. En esta reaccidn se hizo una modificacién
a la técnica descrita al adicionar mallas moleculares para absorber el agua
producida por la reaccion de esterificacion, obteniendo un incremento en el
rendimiento, de 69 % a 77.5% 4495051
()]

/\/\/u\ |
OH  H)SO, /\/\)‘\OEQ
+ mallas mole; .
EtOH J 248 H;0

. OBTENCION DEL 6-BROMO-2E,4E-HEXADIENOATO DE ETILO .

Se utilizé el método (a) descrito en la parte experimental el cual parte del
sorbato de efilo ( 2,4-hexadienoato de etilo ) obtenido en la reaccién anterior.
Se selecciont este método porque se lieva en un sGlo paso y por la
disponibilidad del reactivo NBS :

0

[o]
/\/\/u\ NBS/BzCl B \/N
- arag 0B
[
(CHsYCOOC(CgHs)
1100C 12 h.
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Durante la realizacién de esta reaccién se observé que la temperatura no debe
subir a mds de 110 ©C con una duracién de no mas de 30 minulos ya que de lo
contrario disminuye el rendimiento por descomposicion del producto . En
cuanto a la purificacién del producto hubo pérdidas por calentamiento durante la
destilacién fraccionada, ademas de que el producto que se obtiene no es
totaimente puro ya que tiene 20 % de sorbato de etifo (este dato fue obtenido
por integracion de &reas en RMN-H.

«SINTESIS DE LOS DERIVADOS DE 6 ARILOXI -2E,4E-HEXADIENOATO DE
ETILO.
Para la aobtencion de los derivados de 6-ariloxi-2E,4E-hexadiencato de
etilo partimos del 6-bromo-2E,4E-hexadlenoato de etito obtenido en la reaccion
anterior en el cual se sustituyd el Br de la posicidn 6 por un grupo aritoxi:

[+]

Br\/\/\)’
ot
NaOH
+ _H,0 / EOH @—0\/\/\)\

‘l‘
@—m{
R
Esta reaccidn se lleva en un sélo paso. Primeramente se formé el fenolato de
sodio que es posteriormente adicionada al 6-bromo -2E,4E-hexadienoato de
etilo, obteniendo asi el ilamado eter de fenol . Durante la reaccién no se tuvo
ningun problema, sin embargo en la fase de purificacién de los productos
hubo dificultades ya que se tuvieron que separar por cromatografia en capa
fina preparativa pues las polaridadas tanto de los productos como de la
materia prima son muy parecidas .
La principal desventaja de este método de sintesis es el bajo rendimiento.
Para tratar de incrementarlo se hicisron modificaciones utilizando K2COs como
base y acetona seca como disolvente 40 . En esta reaccidn se observa que hay
dos productos identificados por cromatografia en placa fina . Uno de ellos es e!
producto deseado caracterizado por sus espectroscopias.



Dado el bajo rendimiento obtenido en la sintesis de los éleres de fenol
( 10 a23 %) por el método utilizado en este trabajo , se propone probar el
método reportado en una patente Alemana®? donde parten del 6-bromo 2E 4E-
hexadienoato de metilo y las correspondientes sales de los fenolatos
realizando la sustitucién nucleofilica en un sélo paso y a diferentes condiciones
de reaccién obteniendo un rendimiento mucho mayor (60 % ) .

. SINTESIS DE 6-ARILOXI-2E,4E-HEXADIENO-1-OL.

Para la obtencién de los alcoholes correspondientes no hubo ningan
prablema ya que se realizé una clasica reduccion del ester al alcohol utilizando
hidruro dable de litio y aluminio LiAlH4 . En cuanto a la purificacién de los
productos se hizo una cromatografia en columna siendo los rendimientos
aceptables (40-43 % ).

Al realizar la revisién bibliogréafica en Chemicals Abstracs sobre la
posible sintesis de los derivados de 6-ariloxi-2E,4E-hexadienoato de etilo
y 8-ariloxi-2E,4E-hexadien-1ol se encontré que estos compuestos no han
sido reportados en la literatura , excepto el 6-bromo-2E,4E-hexadienocato
de etilo y el 6 -fenoxi-2E,4E-hexadienoato de etilo*’.
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4.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA SOBRE
LARVAS DE Artemia salina .

Para la determinacion de la actividad bioldgica de los derivados del
sorbato de etilo y sus respectivos alcoholes se realizaron prusbas con larvas de
Artemia_salina , que como ya habiamos mencionado en los antecedentes es
una prueba preliminar y general que sélo nos ayuda a detectar si un compuesto
@s o no activo frente a organismos vivos. Esta informacion d4 una a péuta para
seguir bicensayos mas especificos y sofisticados en el caso de que un
compuesto tenga una actividad bilégica significativa.

RELACION ESTRUCTURA - ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los resultados obtenidos en la determinacién de la actividad bioldgica
en larvas de Artamia salina se muestran e [a tabla Il donde se observa que
al introducir algunos grupos funcionales en la posicion 6 de el sorbato de etilo la
actividad aumenta:
. Al introducir un Br en la posicidn 6 del sorbato de etilo la actividad
bioldgica aumenta mas de cuarenta vacss , lo cual se ve refiejado en la Dlso
de mds de 1000 ppm para el sorbato de etilo y de 23.7 para el bromo sorbato de
etilo (Tabla 1) .
. Cuando se introduce un grupo fendxi en la posicién 6 (BLso de 13.1 ppm )
la actividad biolégica aumenta préacticamente al doble en relacion a la actividad
de! bromosorbato de efilo(Tabla Il ).

.. Un grupo electroatractor en el anillo aromético (Br) aumenta la actividad
biolégica de cinco a ocho veces mds con respecto a 6-fenoxisorbato de
etilo,segtin sea la posicion donde se encuentra el sustituyente.Se observa
también que no hay mucha diferencia entre las actividades que presentan los
derivados bromados an las distintas posiciones en el anillo aromatico ( p-Br,
DLse= 2.27ppm ; m-Br, DLso = 1.74 ppm; 0-Br, DLse= 2.48 ppm ). (Tabla Ill).

. La actividad biolégica de un grupo electrodonador (MeO), DL50=1.69
aumenta ligeramente con respecto a la de un grupo electroatractor {( Br ) ,
DL50=2.27 en la posicidn para de el anilio aromético (tabla Ml ).
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TABLA Il . RELACION ESTRUGTURA--ACTIVIDAD BIOLOGICA DE
DERIVADOS DE SORBATO DE ETILO EN LARVAS DE Artemia salina.

to de etilo

NOMBRE DELCOMPUESTO ESTRUCTURA Dlso
(ppm)
no activo

2B 4E-hexadiencato de etilo /\/\j\oa a>é=de

1000
6~bromo -2E.4E-hexadie~ Br \,\/\J\m 237

noato de etilo. .

6 —fenoxi-2F 4E-hexdie- - <: >—»c 13.11

noato de etifo. \A/\J\w

6-~(3~trifluoro fenoxi)-2E. @'*’\/\/\ioa 54.17

4B-hexadiencato de etilo. 7C

6-(3-Nuorofenoxi)-2E. @.o

4E-hexadienaalo de elifo. ) K 218

6-(3-bromofenoxi)-2E, @ 0 N os

4E-hexadiencalo de elilo o 1.74

6~(4-bromofenoxi)-2E, o .

4E-hexadiencato de elilo B . V\/\j\oa 297

B-{4-metoxifenoxi)-2E, . . ?

4E-hexadienoato de elilo ¥ @ O&t 169

w
6-(2-bromolenoxi)-2E, B 248

LAE-hexadi
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C. En la Tabla IV se muestra la comparacién de la estructura y actividad
biolégica de algunos de los ésteres sintetizados y su respectivo alcohol ,
donde se observa que la actividad biolégica de los alcoholes son notablemente
menor a las de los correspondientes ésteres ,sin embargo en el caso del 6-(4-
bromofenoxi)-2E,4E-hexadien-1-ol no existe mucha diferencia entre su actividad
y la de el éster correspondiente.

TABLA IV . COMPARACION DE LA ESTRUCTURA Y ACTIVIDAD BIOLOGICA
DE ALGUNOS DERIVADOS DE 6-ARILOXI-2E,4E-HEXADIENOATO DE ETILO
Y SU CORRESPONDIENTE ALCOHOL 6-ARILOX!-2E 4E-HEXADIEN-1-OL
EN Arfomia salina.

ESTRUCTURA N ESTRUCTURA DEL Dl %0
DEL ESTER {ppm ) ALCOHOL ('ppm )

©—°\/\/\/\
V\/\J\w 13.11 . o 5348
©r

@. : w | 248 l 1496
Q*Mw - B’©—°\'\/\/\m

16.49

‘»\/\im 221 | eO) .17
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En la tabla V se presentan todos los compuestos sintetizados con su
respectiva axctividad biolégica en orden decreciente , observando que el
compuesto de mayor actividad es el 6-{4-metoxifenoxi )-2E,4E-hexadienoato,
de etilo y el de menor actividad el 6-(3{a,c¢,c-trifluorometil)-ferioxi)-2E,4E-
hexadienoato de efilo. También en ésta tabla podemos observar que en
general los resultados de actividad biolégica tanto de los ésteres como de los
alcoholes son valores significativos ya que estan por debajo de las 100 ppm?3.

En la tabla VI se muestra un ejemplo de los datos experimentales
obtenidos en la determinacién de la actividad biclégica en este caso para el
compuesto 6-(4-metoxifenoxi )-2E,4E-hexadienoato de etilo (clave E-7), los
cuales fueron procesados en un programa de computadora para la obtencién de
la respussta en Probits (Unidad probabilistica que asegura que la distribucién
sea normal) . El cdlculo de los probits facilita Ila linearizacion de las Curvas
Désis-Respussta. En en la Grafical podemos observar la Curva Désis-
Respuesta trazada con estos datos . También podemos observar las Curvas
Désis-Respuesta para los demés compuestos probados. En esta gréfica
podemos observar simultaneamente la actividad biolégica de cada uno de los
compuestos probados asi como la dosis a la que se encontré su DLso, es decir
que un 50% de respuesta es equivalente a 5 Probits.
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TABLA V. RELACION ESTRUCTURA - ACTIVIDAD BIOLOGICA
EN LARVAS DE Artemia salina SOBRE LOS DERIVADOS DE
SORBATO DE ETILO EN ORDEN DECRECIENTE.

ESTRUCTURA DEL COMPUESTO DLso
- { ppm )

§ :> O\W\OH 16.62
B¢

Bt\/\/\)\oa 237

@'0\/\/\/\0“ sad1
= -

w s

[} No aclivo a

AnA e > 6= 1000
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crensenenen CONtINUACION.

ESTRUCTURA DEL COMPUESTO Diso
{pom )

m{@‘”\f\/\im 1.69

| OB 174

@""\’\/\iw 217

H@"’V\/\j\m | 227

B 248

\Ww 322

m 1.1
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TABLA VI. FORMACION DE LA CURVA DOSIS-RESPUESTA CUANTAL

DATOS DE EL EXPERIMENTO:

Nimero | Nimero de |Concentracién | Respuesta
totalde | larvas que aplicada en Logdela
larvas _ jrespondisron (ppm ) PROBITS Conc,
30 0 111 8.1 1.05
30 28 3.7 6.3 0.57
30 8 1.2 4.4 0.08

PROBIT=5 ,DLso=1.69

Limite confidencial superior = 2,14
Limite confidencial inferior = 1.29

* Estos datos fueron obtenidos para el compuesto 6-( 4-metoxifenoxi ) -2E 4E -
hexadienocato de etilo. Los cuales fusron procesados en un programa de

computadora ( BASICA FINNEY ) .

Enla grédfical que a continuacidn presentamos, cbservamos la actividad
biolégica de los compuestos sintetizados (DLsox) donde se graficaron las désis
aplicadas de cada compuesto en ppm contra los Probits obtenidos al procesar

los datos en la computadora .
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GRAFICA 1. CURVA DOSIS-RESPUESTA CUANTAL
PARA LOS DERIVADOS DE 6-ARILOXI-2E,4E-HEXADIENOATO DE ETILO Y
6-ARILOXI-2E,4E-HEXADIEN-1-OL.
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CLAVE

E-1
E-2
E-3
E-4

E-§
E-6

E-8
E-9
A-3
A-6

A-8
A-8

DATOS DE LA GRAFICA 1

NOMBRE DEL COMPUESTO

2E,4E-HEXADIENOATO DE ETILO
6-BROMO-2E,4E--HEXADIENOATO DE ETILO
6-FENOXI-2E,4E—-HEXADIENOATO DE ETILO
6-(3-(c, 0,0~ TRIFLUOROMETIL)-FENOXI)-
2E,4E-HEXADIENOATO DE ETILO

DL50
{ppm)

> 1000
23.7

13.11

5447

6-(3-FLUOROFENOXI)-2E,4E- HEXADIENOATO DE ETILO 217

6-(3-BROMOFENOXI)-2E 4E-HEXADIENOATO DE ETILO
6-(4-METOXIFENOXI)-2E,4E-HEXADIENOATO DE ETILO
6-(4-BROMOFENOXI)-2E,4E-HEXADIENOATO DE ETILO
6-(2-BROMOFENOXI)-2E,4E-HEXADIENOATO DE ETILO
6-FENOXI-2E,4E-HEXADIEN-1-OL
6-(3-BROMOFENOXI)-2E 4E-HEXADIEN-1-OL

6-(4-BROMOFENOXI)-2E 4E -HEXADIEN-1-OL
6-(2-BROMOFENOXI)-2E 4E-HEXADIEN-1-OL
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1.69
2,27
248
53.47
16.62
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14.92



En general, el ensayo biolégico utilizado para la determinacién de la
actividad biolégica de los derivados de sorbato de efilo y sus respectivos
alcoholes , es un método facil de realizar, reproducible, ecanémico y la especie
de prueba ( Artemia salina } es un organismo ideal para este tipo de ensayos?.

Los valores de actividad biolégica obtenidos para los derivados de 6-
ariloxi-2E,4E-hexadienoato . de etilo y 6-ariloxi-2E,4E-hexadien-1-0l estén
dentro de un intervalo de actividad significativa ya que prasentan un DLso
menor de 100 ppm y de acuerdo con Meyer y MacLaughlin3, compuestos o
extractos con valores de este orden son fisiolégicamente activos. Con base en
lo anterior se sugiere realizar pruebas biolégicas més especificas como las
qua a continuacién se mencionan: ’

«  ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA

En el Capitulo de Antecedentes se menciond el uso del bicensayo con
larvas de A.sallpa como una altemativa para sustituir un bioensayo especifico
para compuestos con actividad antiparasitaria®. En la Tabla 1 se muestran
algunos de los resultados de actividad bioldgica en A. sallna , de los derivados
de avermectina, un antiparasitario. Tomando en cuenta estos resultados (IC1o0
. =0.11 -65.5 ppm ) y comparandolos con los valores obtenidos en la misma
prusba para los compuestos sintetizados en este trabajo, que presentan un
intervalo de DL so = 1.7 - 13 ppm es posible que estos compuestos presenten
actividad antiparasitaria.

. ACTIVIDAD INSECTICIDA .

También en los antecedentes se menciond el uso de la prusba con A.safina
para detectar toxicidad de insecticidas comerciales. En la Tabla Il se muestran
los resuitados de Toxicidad para diversos insecticidas comerciales. En esta
tabla se observa que, no obstante que estos insecticidas tienen estructuras
variadas, en su mayoria -presentan valores de actividad biol6gica de DLso =
0.15-0.60 ppm en Artemia salina .
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En este frabajo se realizaron pruebas de actividad biol6gica con algunos
insecticidas comerciales obteniendose los resultados que se muestran en la
Tabla VIl

. TABLA VI
INSECTICIDA COMERCIAL ACTIVIDAD BIOLOGICA
EN A, saling,
DL50 (ppm)
ETIL PARATION 3.63
| METIL PARATION _480
NEOPINAMINA(PIRETRINA) 86.02

Comparando los valores de actividad biolégica de la Tabla VIl y la Tabla
Il de los antecedentes con los obtenidos para la mayoria de los compuastos
sintetizados  (G-ariloxi-2E,4E-hexadiencato de etilo y 6-ariloxi-2E,4E-
hexadien-1-ol) que estan entre DLso = 1.69- 3.22 ppm ,Tabla V, se observa que
algunos de los compuestos { Claves : E-5, E-6, E-7, E-8, E-9, A-8 y A9 ; ver
datos de la Grafica 1) son mucho més activos que los insecticidas comerciales
analizados. Por tal motivo se propone realizar pruebas de actividad insecticida
para los compuestos sintetizados, ya que existe la posibilidad de obtener
resultados satisfactorios .

. ACTIVIDAD HERBICIDA .

Ya se habia mencionado en los antecedentes que los derivados de 6-
ariloxi-2E.4E-hexadienocato de metilo presentan actividad herbicida . Los
compuestas que se sintetizaron en este trabajo (8-ariloxi-2E,4E-hexadienoato
de etilo) tienen una estructura similar a estos compuestos ( ver esquemas 3 y
13) . Por tal motivo se sugiere que se realicen este tipo de pruebas .

ESQUEMA 13
(]
k@_'o \N\)k"“ @_O\Mi OMe
8-ariloxi-2E,4E-hexadianoato de etilo G-ariloxi-2E 4E-hexadienoato de metilo
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1.-Se realizé la sintesis do siete compuestos derivados de 6-ariloxi-
2E,AE-hexadienoato de etifo y cuatro de sus respectivos alcoholes §-
ariloxi-2E,4E-hexadien-1-ol. Diez de estos compuestos no han sido
reportados en la literatura: ’

6-FENOXI-2E,4E-HEXADIENOATO DE ETILO (ya est4 reportado en la literatura 49)
84{34{a,a,a-TRIFLUOROMETIL)-FENOXI)-2E,4E-HEXADIENOATO DE ETILO
8-{3-FLUOROFENOX!)-2E 4E- HEXADIENOATO DE ETILO
8-{3-BROMOFENOXI)-2E 4E-HEXADIENOATO DE ETILO
8-(4-METOXIFENOXI)-2E 4E-HEXADIENOATO DE ETILO
8-(4-BROMOFENOXI)-2E,4E-HEXADIENOATO DE ETILO
8-{2-BROMOFENOXI)-2E,4E-HEXADIENOATO DE ETILO
8FENOXI-2E,4E-HEXADIEN-1-OL

8-{3-BROMOFENOXI)-2E 4E-HEXADIEN-1-OL

6-{4-BROMOFENOX/)-2E 4E -HEXADIEN-1-OL,

8-{2-BROMOFENOX1)-2E 4E-HEXADIEN-1-OL

2.-Se determind la actividad bloldgica de todos los compuestos
sintetizados en Arfemia salina , encontrando que la mayoria muestran aita
actividad biolégica :DLse entre 1.69-3.22 ppm.

3.- Con relacién a! efecto de los sustituyentes sobre fa actividad de
los compuestos sintetizados se puede mencionar lo sigulente:

. Un grupo Ariloxi en la posicidn € del sorbato de etilo

incrementa méas de setenta y sels veces la actividad biolégica .

. Un grupo electroatractor (Br) en el anillo aromético incrementa
1a actividad aproximadamente sels veces con respecto al 6-fenoxi-
2E,4E-hoxadienoato de etilo .

. La posicién en ia que se encuentra el grupo electroatractor no

afecta considerablemente a la actividad biolégica de los
compuestos obtenidos .
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. Un grupo electrodonador {MeO) en la posicién para del anillo
aromético confiere mayor actividad que un grupo electroatractor.

4.- El compuesto mas activo fue el 6-(4-METOXIFENOXI)-2E,4E-
HEXADIENOATO DE ETILO con un DL s = 1.69 ppm.

6.- Los ésteres G6-ariloxi-2E,4E-hexadlenoato de etilo presentan
mayor actividad biolégica que sus correspondientes alcoholes 6-ariloxi-
2E,4E-hoxadien-1-ol.

6.- Seis de los compuestos sintetizados mostraron mayor actividad
biolégica en _A.salina que algunos Insecticidas comerciales como Etil
Paratién, Metil Paration y Neopinamina (piretrina).

7.- Con base en los valores obtenidos de actividad biolégica en
Artemia salina  para los compuestos sintetizados, se propone realizar
bioensayos més especificos tales como actividad insecticida, actividad
herbiciday actividad antiparasitaria .
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