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RESUMEN.

El control de insectos es de suma importancia para el
hombre, ya que afectan su salud, su bienestar y su economia.
Este control se ha vuelte mas dificil par el uso
indiscriminado de los insecticidas sintéticos, debide a la
formacidén de mecanismos de resistencia en los insectos.

Un grupo de compuestos de origen natural que cobra
importancia en el contrel de 1los insectos son las
N-isobutilamidas de cadena lineal poliinsaturada de 8 a 20
carbonos. La mayoria de estos compuestos presentan buena
actividad insecticida contra varias especies de insectos,
sin embargo son poco estables, lo que limita su uso.

Las N-isobutilamidas se han tomado como modelo para la
sintesis de analogos mAs estables que las amidas de origen
natural.

En este trabaic se sintetizaron S12
N-isobutilcinamamidas metoxiladas en diferentes posiciones
del anillo aramitico v la N-ispbutilcinamamida con
rendimientos del 446 al 93 L. La identificacién se
realizé por anilisis espectroscépico.

Se determind la actividad larvicida de las amidas
sintetizadas an larvas de Culex guinguefasciatus vy en
Artemia salina. Se tomé como referencia al a-sanshool (una
N-isobutilamida de origen natural) y al etilparation.
Ninguna de las amidas presentd una actividad mayor o igual
que el o-sanshaol en los bioensayos empleados (C.
= 1.82 ug/ml; A. salina €L = 2.6

Sa 5@
ng/ml). Pe las amidas sintetizadas la m&s activa en ambhaos

fuinguefasciatus CL

bicensayos fue 1la metoxilada en 1la posicidén 3 (C.
uinguefasciatus CL50 = 80.4 ug/ml y 4, salina 23.5 wug/ml)s
la amida 4-metaoxi presentd una actividad practicamente igual
(CLsm = 22.5 pg/ml) a la amida metorxilada en 3 @ sobre A.
salina.

Se encontré una buena correlacién entre la actividad
larvicida de Culex gquinguefasciatus y Artemia salina con un
coeficiente de correlacién de 8.91.



I. INTRODUCCION.

Diversos artropodos estan anvolucrados en alteraciones
de salud mental y fisica del ser humano, independientemente
de que son fuente de fastidio y malestar. Los insectos son
vectores potentes de diversas enfermedades que afectan tanto

al hombre como a los animales. (Harwood, 1987)

Las enfermedades mas importantes gque ocasionan pérdidas
en la productividad humana son: la Malaria, ocasionada por
varias especies de FPlasmodiun, transmitidas por el mosquito
Anopheles; la Filariasis de Bancroft, transmitida por
insectos del géneroc Culex; diversas enfermedades virales,
transmitidas por insectos de 1la familia Culicidae. La mosca
doméstica pupde transmitir bacterias entéricas patdégenas
coma Salmenella, Shigella, Vibrio cholerae {agente
etiolégico del Célera), el virus de la poliomelitis y otras
enfermedades enterovirales, La enfermedad de Chajas o
Tripanosomiasis, es acasionada por chinches de la familia
Triatominae, la Peste que es transmitida por pulgas, y la
Oncocercosis (agente causal Onchocerca volvulus), tiene como
vettores a los insectos Simalidos. (Harwood, 1987)

Par la cual, el control de artrédgodos es un factor
impartante para la posible erradicacidn de algunas de estas

enfermedades.

Los insecticidas sintéticos, como el DDY, gozaron de
amplio uso debido a su baja o moderada toxicidad aguda para
el ser humana, aunada a la toxicidad extraordinaria para
muchos artrépodos. Una de sus caracteristicas es su
toxicidad prolongada por contacto, propiedad que mostré ser
de gran valor para el contral de muchos insectos adultos
importantes. Pero el uso incontrolado de estos insecticidas

ccasionaron que 1los insectos formaran mecanismos de

2



resistencia y ademis, el tratamiento de plantas y animales
darlia como resultado residuos téxicos en los alimentos.
Todos estos factaores 1llevaren a la busgqueda de nuevos
insecticidas de origen natural. Se han encontrade que
diversas plantas tienen principios activos contra insectos,
coma las especies del género Zanthoxylum. la flor de
Spilanthes oleracea , Crisantemum ginerartafalium v
Holiopsis helianthoides entre otras. El aislamiento e
identificacisn de los principios activos de las plantas es
de gran importancia ya que a partir de estos, se podrian
sintetizar compuestos anilogos, buscando que conserven su
actividad inseeticida, que sean ficilmente biodegradables vy
que no sean téxicos para el hombre o los animales. {Haral,
19845 Kubo, 1991).

De la corteza de Zanthoxylum liebmannianum se
identificd al a—sanshool, como el principio activo
larvicida. El a-sanshool es una N-isobutilamida de 12 atomos
de carbonu tiene actividad larvicida con una Concentaccicn
letal S0 (CLsm
principal fué sintetizar N-isobutilamidas an&laogas de cadena

Yy = 1.82 ppm. En este trabajo la idea

carta, que fueran estables y que fueran activas como
larvicidas, tomando como modelo la N-isobutilamida de origen

natural.

Se sintetizardn 11 N-isobutilcinamamidas metoxiladas en
diferentes posiciones del anillo aromatico, y la misma
N-isobutilcinamamida sin sustituyentes. Para la sintesis se
tuvo coma materia prima benzaldehidos y Aacides cinamicos
metoxilados. Los benzaldehidos se transformardn a Acidos por
medio de la reaccidén de condensacién de Knoevenagel, para
obtener el icido correspondiente, del cual se farmd el
cloruro de acileo con clorurg de tionilo. La formacidn de 1la

amida se realizé por la reaccidén del cloruro de acila y 1la

isobutilamina. De las N~isobutilcinamamidas que se
sintetizarén tres de ellas. l1a N-isobutilcinamamida,
N~isobutil«3,4-dimetoxicinamamida y 1la N-isobutil- 4 -

3



metoxicinamamida ya fueron sintetizadas y se encontré que
tenfan actividad larvicida. {Carbalio y Melchor, 1993)

A cada una de las amidas sintetizadas se les determind
su CLSB en larvas de masco coman (Culex guinguefasciatus) vy
en larvas de Artenia salina.



II. FUNDAMENTO DEL TEMA.

2.1 ENTOMOLOGIA MEDICA.

Muchos insectos y otraos artrépodos tienen importancia

y veterinaria por causar estados patoldgicos
animales.

médica a

transmitir organismos patsgenos al hombre o a los

Los artrépodos invelucrados pueden ser: a) agentes
la sarna): b)

huéspedes

causales

por si mismos (por ejemplo, el acaro de
huéspedes intermediarios (ciertos escarabajos son

intermediarios de helmintos parasitos); 6 ) vectores de

patégenos {los mosquitos dJdnopheles en relacién con la

malaria). El estudio de estas condiciones incluye amplios
aspectos de la biologia y control de los artrépodos daffings,
asi como el reconacimiento del dafio que causan y la manera
como lo hacen. Es aobvia su repercusidén en la salud publica e
individual, ademas de que atecta a 1las animales domésticas
y silvestres. Los insectos afectan tanto la salud mantal
como la fisica, asi como la comodidad y el bienestar

general. (Harwood, 1987)

Existen diversas formas en las que los artrépodos se
relacionan con la salud y el bienestar del hombre. Se
clasifican en 2 grupos, como agentes causantes directos o

como vectores.

2.1.1 ARTROPODDS COMD AGENTES DIRECTOS DE ENFERMEDADES O
HMOLESTIAS.

tos artrépodos provocan alteraciones que pueden dafar
tanto al hombre como a las animales en general pueden
provocar entomofobia, pérdidas de sangre por las picaduras
de insectos, dafip accidental a los organos de los sentidos,

envenenamiento, dermatosis, miasis y alergias.



2.1.2 VECTORES.

Vectores se les llama a los artrdpodos qué son - capaces
de transmitir organismos que causan enfermedades en

huéspedes vertebrados.

Transmisidn mecanica. El vector es so6lo un  portadar
que transmite patégenos con las partes burales y patas
contaminadas o por el paso de agentes a través del intestino

sin que éstos sufran cambios.

Trangmisidn biolégica. Es la manera mAs comtn de
desarrollo de patégenos entre las enfermedades de
vertebrados relacionados con artrépodos. Huff en 1931,
clasificéd 1la transmisién biolegica basandase en el

desarrollo del patsgeno en el vector. Los diferentes tipos
de transmisién bioldgica se mencionarin a continuacioéns

a) Transmisién ciclopropagativa. En esta transamisiéon las
organismous causales sufren cambics ciclicos y se amultiplican
en el cuerpo del artrépodo coma en el caso de la transmisién

de plasmodios de la malaria por mosquitos anofelinos y en
muchas otras instancias de desarrollo en protozoarios
esporozoarios, que utilizan a los artroépodos como vectores.
Hay una gran multiplicacién dentro del vector, hay etapas
intermedias de desarrollo del patégeno durante las gue es
incapaz de infectar al huésped vertebrado; sé&lo la dltima

etapa de crecimiento es infectiva.

b) Transmision cicloevolutiva. Los organismos tcausales

sufren cambios ciclicos, pera no se multiplican en el cuerpo
del artroépoda, por ejemplo la transmision de filarias
Wuchereria barcrofii, organismo causal de la Filariasis de
Bancroft por mosquitos. Hay desarrallo del patégeno en  una
etapa infeectiva para los vertebrados, paro no hay
multiplicacién. Este desarrollo es tipico de helmintos, que

&



urilizan arctr&podos comb agentes de  transferencia; p.e.
el estadio larval de tenias de aves dom&sticas, se

desarrollan en coledpteros.

c) Transmisidn propagativa. Cuando los organismos no
sufren cambios ciclicos, pero se muitiplican en el cuerpo
del vector, se dice que la transmisidn es sélo propagativa.
Este término se utiliza para describir 1la multipli:acién
bacteriana y viral en vectores; por ejemplio, el organismo de
la peste en pulgas, o el organismo de la fiebre recurrente
en garrapatas. Cualquier etapa de estos patdgenos puede
infectar al huésped vertebrado.

2.1.3 TRANSMISION DE PATOGENOS POR ARTROPODOS.

Los vertebrados son huéspedes de los artrépados y  de
patégenos que diseminan, Ya sea una relacién, parasita
normal o debida al azar. En la entomologia médica las
infecciones del hambre son de primerdial interés, pero atros
vertebrados, como los animales domésticos y salvaies, pueden
presentar la misma enfermedad © ser sensibles a las
molestias que causan los artrépodos. Se mencionaran algunas

.de las enfermedades y sus respectivos vectores.

2.1.3.1 Mosquitos como vectores.

Los mosquitos son vectores potentes de tres tipos de
grganismas patégenos al hombre y a los animales.

E1l maosquitao Anopheles transmite parasitos como
los plasmodios, gue son organismos causales de la malaria en
el hombre.



Las filarias parasitas del tombr e (Wucherearia
bancrofti’, utiliza comp vector prancipalmente ai mosguito

Culex pipiens qQuingQuefascriatus.

Se han aislado alrededor de 98 virus de masgquitos en la
naturaleza, la mayoria de ¢stos de 1la familia Culicidae.
Ejemplos de algqunos virus: el virus de la encefalitais
equina, virus de la fiebre amarilla, virus de la viruela

aviar y virus de la hepatitis H.

2.4.3.2 Otros vectores (artrépodos).

La mosta doméstica es un vector de diversos agentes
patégenos, tales como bacterias {principalmente de la
familia Enterobacteriaceae) Y parasitos (Entamoedba
histelytica, Giardia lamblia, Taenia solium, Hymenolepis
nana, Ascaris lLumbricoides, entre otros).

Ejemplos de otros vertores:

f.as chinches de la subfamilia triatominae transmite la
enfermedad de Chagas a tripanosimiasis.

Los-piojos vy 1la ladilla son capaces de servir como
huéspedes en los cuales proliferan las rickettsias, el tifo
v las espiroquetas de la fiebre recurrente.

Los insectos simdlidos trasmiten a ia filaria
Onchocerca volvulus, agente causal de la oncocercosis
humana.

l.as pulgas son parasitos obligatorios temporales, son
vectores de la peste ocasionado por Yersinia pestis vy el
tifo cuyo agente causal es Ricketlsia typhy.



2.1.4 MOSQUITOS ANOFHELES Y CULEX.

Estos mosquitos pertenecen al ardéh Diptera, Yy a la

familia Culicidae. En el orden Diptera, casi todos los
miembros tienen un solo par de alas, por la general
presentan ojos simples, los ocelos, colocados en un
trisngulo sobre la parte superior de la cabeza. Las partes
bucales estan provistas de estiletes perforadores o
lacerantes, lo que 1los hace chupadores de sangre. La
metamorfosis es compleja. La mayoria de las hembras son
oviparas. Algunas son altamente resistentes a medios

adversos. (Harwood y James, 1987)

La familia Culicidae incluye a los artropédos
hematéfagos mas importantes. En el estado larvarie son
acuaticos, los adultos pueden diferenciarse por las

caracteristicas de sus alas y la longitud de su prabosis.

Huevecillos. Los huevos son puestos en la superficie de
agua, en forma de “balsa" (Culex} o en forma individual
{Anépheles) o cerca del agua (Aedes). En algunas especies de
mosquitos los huevecillos pueden sobrevivir largos periodos

fuera del agua, preferentemente bajo condiciones humedas.

tLarvas. La larva de mosquito es acuatica, se alimentqn
de algas o de particulas organicas, pocas se alimentan de
larvas de otros mosquitos. Las larvas respiran
principalmente en 1la superficie a través de un tubo
regpiratorio que se encuentra en la parte posterior del
cuerpo. La larva de AnSpheles no tiene tubo respiratorie y
respira a través de un par de espiculas que se encuentran en
la parte posterior del cuerpo. La mayaria cuelgan
suspendidas diagonalmente de la superficie del agua, por
medio de un sifén respiratorio prominente. Las larvas de los
Anophelinae permanecen horizontalmente suspendidas justo por
debajo de la superficie del agua por medio de sedas
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palmeadas. €1 alimento es llevado a la boca por' medio de
corrientes producidas por la accién de las largas sedas
curveadas que se encuentran en las maxilas; despuds fluye’
hacfa la faringe por medio de la succi¢én y aqui ocurre el
filtrado de s&lidos 5u5pendidns._ Las 1larvas mudan cuatro
veces de la gitima muda resulta la pupa. Para el desarrollo
del estado 1larval se requieren aproximadamente 7 dias,
generalmente lIas larvas Anophelinae requiere mas tiempo.

Fase de pupa. También es acuitico, es bastante activa,
no se alimenta. Esta etapa es muy corta, por lo general de
2 o 3 dias. La pupa es extremadamente activa y sensitiva a
molestias, moviéndose repentinamente con movimientos
circulares hacia aguas m&s profundas y después de unos
momentos regresa a la superficie con poco movimiento. Hay un
par de traquenhranduias en forma de trompeta situados
dorsalmente en el cefalotédra»x y unos remos en el extremo del

abdomen.

Adulto. Los mosquitos adultos usualmente son activos
durante la nache, durante el dia se alojan en huecos de los
Arboles o en un lugar similar vy Se quedan en reposo. La
mayoria de los mosquitos prefieren alimentarse de mamiferos
o aves, hay especies que se alimentan de peces que viven
expuestos al aire, anfibios, reptiles vy - hasta larvas de
insecto. Las hembras de especies hematéfagas normalmente
requieren una ingestisn de sangre antes de la oOviposicién.
Los machos permanecen durante no mas de una sSemana y las
hembras con abundante alimento pueden sobrevivie de 4 a 5
meses. Los sexos de los mosquitos pueden ser  facilmente
determinados por la forma de la antena. La antena de los
machos es muy plumnsa, mientras que las hembras presentan

pocos pelos caortos.
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2.1.4.1  dnophelss

Saracter.sticas: nalpoé de ambos sexos tan largos como
la proboscis. palpos de macho con las puntas en forma de
remo; el escutelo uniformemente redondeado o parecidoc a una
banda: patas largas y delgadas san sedas tibiales claramente
distinguibles y sin pulvilos; abdamen con esternitps en  su
mayoria sin escamas; las alas generalmente tienen marcas
definidas; las larvas no presentan sifén vy la superficie
dorsal del cuerpo aparece con sedas palmeadas. Descansan con
la proboscis, cabeza y abdomen casi en linea recta y cuando
se alimentan mantienen el cuerpo a un angulo determinado de
la superficie. El1 zumbido de los anofelinos es claramente de
tono mas bajo y casi no se oye. (Service, 1984)

L 2.1.4.2 Culex.

Todos los adultos tienen un escutelo trilobado con
sedas en cada labula pero con  4areas desnudas entre los
l1dbulos. -E1 abdomen estd completamente cubierto con escamas
anchas, gque casl siempre estan en posicidén horizontal. Las
larvas tienen un sifdn prominente. generalmente con un
pecten bien desarrollado y uno o varios penachos de sedas.
En la mayorita de los casos, los huevecillos son depositados
en grupos flotantes compactos en la superficie del agua. Los
Hueve:illns no presentan los flotadaores caracteristicas de

los anofelinos. (Borror, Et al., 1989)

g

Huevecillos de A) Culex ;3 B) Aedes; y C) Anopheles.
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Las especies Cx pipiens y Cx pLpi=sns quinguefasciatus
se encuentran ampliamente diseminados en el viejo munda. E!
mosquito doméstico de color café deposita los grupoas de
huevecillos flotantes en depésitos de agua de lluvia,
tanques. cisternas. invaden libremente las casas. Su cicleo
de vida requiere entre 10 y 14 dias bajo condiciones calidas
de verano: la etapa de huevecillo de 14 a 34 horas. la larva

de 7 a 10 dias y la de pupa aproximadamente 2 dias.

A) Fase la varia y B) Fase de pupa del mosquite

comun (Culex quingquefasciatus).

2.1.4.2.1 Caracteristicas de Culex guinguefasciatus

Es un insecto pequefio, delgado y frigil que en repaso
mantiene el abdomen paralelo a la superficie socbre la cual
descansa, tiene una proboscis picadora alargada, las antenas
son largas y plumosas en el macho y sencillas en la hembra,
los palpos son tiesas, los ojos estan ubicados arriba de las
antenas. Tiene un par de alas transparentes arladas de

escamas a lo largo del margen posterior y en las venas, las
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cuales son transversales. en el torax nav escamas toscas de
color ama ‘1llo . laton v su escutelo es trilopuladeo. EL
abdomen es romo con escamas blancas oue forman  franjas
anchas en las bases de los seamentos. posee tres pares de
patas largas compuestas por femur. tibia vy cinco tarsos.
(Carballo v Melchor. 1993)

Mosguito comun (Culex). en su fase de adulto.
2.1.4.2.2 Ciclo biolégico de Culex,

Presenta metamorvosis compleja. que incluve .cuatro
‘estados de desarrollo: huevecillo. larva. pupa v adulto. Por
lo general el numero de huevecillos que pone una hembra es
de 302 o mas. Estos huevecillos son fusiformes v blancos al
ser ovipositados., oscureciendose poco despudés a un  color
crema © negro, sSu tamafp varia de & a 18 mm., son
depositados en la superficie del agua como masas compactas
en forma de “balsas" por carecer individualmente de
flotadores. La incubaciom dura de 2 a 3 dias, a una
temperatura no mayor de 3B°C. las larvas salen de los
huevecillos. Las larvas son diferentes a los adultos, pasan
a travées de cuatro estadios de crecimiento v tres mudas, su
cuerpo es alargado y no poseen patas. presentan cabeza mévil

bien desarrollada. se alimentan de materia arganica
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suspendida en agua por medio de corrientes producidas por
un par de densos penachos de largos pelos situados encxma.
de la boca, posee antenas con up penacho de pelos sencilios,
cartos dispuestos hacia dentro, los pelos cefalicos
tanto superiores como inferiores estan constituidos  por
cinco o mas ramificaciones. Su masa toricitca es ensanchada y
el abdomen hay pelos laterales tanto dobles como sencillos,
&ste esta dividido en nueve segmentos, en la superficie
dorsal del octavo segmenio hay pelos ramificados. Su masa
toracica es ensanchada y en el abdomen hay pelos laterales
tanto dobles como sencillos, éste esta dividido en nueve
segmentos, en la superficie dorsal del octavo segmento hay
pelos ramificados, en este sitio se encuentra el peine,
constituido par escamas redondeadas con el borde cubierto de
espinas, de éste segmento surge el tubo respiratorio el cual
es cuatro veces mas largo que su anchura basal, tiene una
columna de gruesos dientes llamada pecten, los cuales estan
redondeados hacia un sélo lado vy cada uno de ellos formado
por cince dientes laterales. El noveno segmento es el anal,
a &1 se encuentra unida la placa dorsal que posee un cepillo
ventral y un penacho dorsal, el orificio anal esta rodeado
en su apice por cuatro branquias anales grandes.

Cuando las larvas han alcanzado su madurez (de 7 a 1@
dias), dejan de alimentarse y después de un periodo de
inactividad se transforman en pupa. En el estadio de pupa se
suspende la alimentacién y soportan una serie de cambios
fisiplégicos y morfolégicos que los transformaran en
mosquito. Las pupas son de tipo comprimido en ellas el
diptero permanece dentro de la ultima piel larval, que se
endurece constituyendo el puparium. Presentan la forma de
una coma, se mantienen en la superficie del agua por
flotacion, son muy activas y sensitivas a molestias por 1o
que se dirigen repentinamente hacia aguas mas profundas con
movimientos circulares para después regresar a la superficie

can pocos movimientos.
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Su aparato respiratorio es un par de tragueobranquias
en forma de trompetas o sifones largos y delgados, situados
dorsalmete en el cefalotorax, con los cuales rompen 1la
pelicula superficial. Después de un periodo de
aproximadamente dos dias emerge del estado pupal el
mousquito. l.as hembras comienzan a picar de 1 a 2 dias

después de transformarse en adulto. (Carballo, 1993)
2.2 CONTROL DE ARTROPCODUOS

€1 principic bisico en el control de artrépodos en 1la
medicina es conservar la salud y bienestar del hombre,
mientras que el control de insectos que afectan a 1la
agricultura y ganaderia se basa fundamentalmente en
principios econémicos. Para un control adecuado es necesario
dispanibilidad de recursos, influencias politicas Y
relaciones publicas.

Existen varias formas de control de los artrépodos que
incluyen: barreras quimicas como el deet
(N,N—dietil-m—toluamida) el cual es ingrediente activo en
muchos productos ademas insecticidas y acaricidas.

2.2.1 COMPUESTOS DE ORIGEN VEGETAL .

El control de insectos daffinos para el hombre
inicialmente se hizo a base de plantas utilizadas como
remedios medicinales en varias culturas, en las cuales
actualmente se siguen empleando para matar o repeler a los
insectos. Despues con el descubrimiento de los efectos
insecticidas del DDT (Diclorafeniltricloroetano), el control
e realizéd a base de insecticidas sintéticos, que pronto
presentaron problemas por su alta persistencia y acumulacidn
en plantas y en animales, su alta toxicidad para los
mami feros y el desarrollo de resistencia por parte de 1los
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insectos, llevo a restringir su uso. Esto propicio un  nuevo
interés por los praductos naturales procedentes de plantas,
tanto como fuentes de obtencidén de insecticidas cama de
modelos de compuestos para el control de los insectos
daffinos. (Clocke, 198%)

Actualmente se conocen mas de 2000 especies de plantas
que poseen alguna actividad insecticida. De las plantas se
ha encontradn varios compuestos que afectan a los axones
nerviosos, a la sin4psis de los insectos {piretrina,
nicotina y picrotoxina), compuestos que afectan a los
musculos (ryénﬁdina), su balance thormonal {hormonas
Juveniles), su reproduccién {f7-cisarona) y su comportamiento
{atrayentes, repelentes e inhibidores de la alimentacidn).
Algunos de estos compuestos se han explotado comercialmente
para el control de insectos (piretrinas, analogos de
hormonas juveniles y atrayentes) y otros sélo ofrecen la
oportunidad de utilizarlos como modelos de nuevos agentes en
el control de insectos, ya sea por el alto costo que
representa su extraccién, por su inestabilidad a la luz y a
otros factores ambientales. (Clocke, 1989)

Los insecticidas extraidos de plantas tienen poca
toxicidad por contacto para 1los mamiferos. Estos toéxicos
incluyen la rotenona y el piretro. La rotenona es un ecto-
parasiticida eficaz, pero en la actualidad tiene poco uso.
El piretro es una mezcla de cuatro compuestos lIlamados
piretrinas. Estas tienen una toxicidad dérmica
extremadamente baja para mami{fercs y poca toxicidad oral.
Poseen algo de repelencia para artopodos Yy las
caracteristicas que tienen es que derrivan a los insectos
ripidamente. Las piretrinas tienen uso contra ectoparasitos
y plagas domé&sticas.

Se han sintetizado muchos analogos del piretro coma la
aletrina y 1la resmetrina. Desafortunadamente, algunos
analogos pueden tener alta toxicidad crénica para mamiferos.
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2.3 MODELOS DE ACTIVIDAD INSECTICIDA.

Diversos metabolitos de plantas afectan el
comportamiento, desarrollo vy rep?nduccién, de varias
insectos. La identificacién de esas substancias es

‘importante primero para conocer el efecto en 21 mosquito a
nivel molecular y segundo para poder sintetizar analogos
sintédticos; buscando con 211 encontrar substancias con una
mejor actividad insecticida. Todo 1o anterior tiene la
finalidad de praoporcionar un control mas cientifico Y

racional de insectas.

Para realizar un bicensayo la primera consideracion es
la seleccién de la especie de insecto, para esta eleccidn se
debe tomar en cuenta lo siguiente: 1) impaortancia econdmica,
2) la facilidad de obtener huevecillos o mantener la
colonia, 3) la sensibilidad del mosquito a varias
substancias gquimicas, etc. La eleccidén de la especie no es
restrictiva, pero la especie de ensayo podria contribuir en
beneficio de la sociedad. Ademis de que se puede relacionar

can otras plagas de insectos.

El mantenimiento de insectos en el laboratorio por
muchas generaciones puede ocasionar cambios en su genética y
en su camportamiento. El manejo de 1los insectos también
puede introducir preoblemas tales como ~ enfermedades Y.
parasitismos. Este es un dilema incluso para los
entomélogos, pero los no especialistas tratan de evitar esos
problemas. (Kubo, 1991}
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2.3.1 MOSQUITOS ADULTOS Y LARVAS.

Desde 1950, se han utilizado a las larvas y al  insecto
adﬁlto camo modelo para la determinacién de actividad
insecticida de diversas sustancias. También se han utilizado
las larvas en controles de residuos de insecticidas. (Mulla,
1964) '

Los mosgquitos mas utilizados son Culex pipiens, C.
quinguefasciatus, Triatoma tinfects, Pantrongylus megistus
(los dos Gltimos vectores de la enfermedad de Chagas), entre
otros.

2.3.2 METOPO DE MICROINYECCION.

En 1972, Gilotra J. reparta un método para la
determinacién de susceptibilidad de mosquitos adultos a
insecticidas. Este método es por inyeccidn subcuticular, .en
él insecto adulto.

Es recamendade por 1la r&pida biodegradacidn det
insecticida. Fue utilizado para varias poblaciones de Culei,
Aedes y Anopheles.

2.3.3 BIOENSAYO POR ALIMETACION CON DIETA ARTIFICIAL.

Preparacién de la dieta artificial. Se utiliza como
disolvente metanol vy acetona; casi todas las substancias
organicas son soclubles en esos solventes y ademas son
facilmente evaporados. Se manejan extractos de plantas en
concentracianes en €1 rango de ©®.1 a 1%Z. La muestra en

soluecién es adicionada a o—celulosa, componente no
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nutritivo; se evapora a sequedad bajo presion reducida. La
mezcia mencionada es combinada con una solucion de vitaminas
y nutrientes, finalmente es mezclada can un agente
gelitficante. Los ensayos se realizan en viales de plastico
en donde se coloca la dieta artif@:ial y 1las larvas. de
ensayo. Se utilizan dos larvas de cada especie por
recipiente. Cada muestra debe realizarse con 10
repeticiones. Las larvas son incubadas poar 8 a 10 dias a
28°C, en una incubadora. La humedad relativa controlada es
de 90-95%. Las larvas son pesadas durante el periaodo de
ensayo y diariamente se observan al microscopio. E1 tiempo
requerido para el bioensayo para una muestra de il
repeticiones es de 38 a 4@ minutos, sin embargo, el tiempo

total del ensayo es de 1@ a 14 dias. (Kubo, 1721)

2.3.4 INHIBIDORES ALIMENTARIOS, ENSAYD EN DISCO.

Los insectos presentan varios " comportamientos
alimenticios, por lo que el ensaya antialimentario es de
acuerdo a la especie del insecto. Se wutilizan hojas de
algodén, estas deben ser de plantas no contaminadas,
cultivadas en invernadero; y debera identificarse su tamafio,
apariencia, consistencia y contenido de clorofila. Se forman
discos de @.icm de la hoja de algodén. Estos discos son
colocados (12 discos por recipiente), en un circulo de papel
filtro humedecido dentro de una caja de petri. Los discos
con tratados en su superficie con 25 i1  de acetona 6 con L
a 100 ug de una substancia disuelta con 25 pl de acetona
(aplicado con una microjeringa). Se colocan 3 larvas del
tercer instar por disco, a 25°c y a un 86%Z de humedad
relativa en un incubador en la obscuridad. Después de 48
horas, el disco es examinado visualmente. Recomiendan &
repeticiones. (Kubo, 1991)
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2.3.5 ENSAYD EN PAPEL FILTRO.

Se utiliza para determinar la actividad insecticida en
insectos adultos. En papel filtro Whatman No. 2, se K aplica
el insecticida problema y se pone en contacto con insectos
por lo general adultos. Se han observado una baja toxicidad
en comparacién con otros métodos, ya que se presenta una
absorcion en las fibras de celulosa. (Georghiou y Gidden,
19635)

2.3.6 LARVA DE MOSQUITO Culex guinguefasciatus, COMD
MODELO.

Esta larva ha sido utilizada para determinar la
actividad larvicida de compuestos y para el control de
residuos de insecticidas. Se utilizan por 1o general cuando
estan en su cuarto instar de desarrallo, de 7 a 1@ dias

desptes de que los huevecillos eclosionan.

Se realizan las siguientes diluciones 5, 1, 0.1, B.01 vy
9.821 Z de la muestra a analizar, el disolvente puede ser
acetona, agua ® etanol. Se colaocan 28 larvas del cuarto
instar en vasos desechables, se adiciona 8.5 mi de las
diluciones, cada dilucién se realiza por triplicade y se
afora a 182 ml con agua de la llave. Después de 24 horas se
cuentan las larvas -muertas y se calcula la concentracion
letal SO (BLSB)‘ (Carballo y Melchor, 1993)

2.4. PIOENSAYO GENERAL. (Artemtia salina)

Para 1los fitoquimicos 1o mas importante es el

aislamiento, caracterizacién y publicacion de un compuesto
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ge origen natural, sin tomar en cuenta su bioactividad. Por
lo que la actividad bioldégica de diversos componentes puede

permanecer desconocida por aMos. (Mever, et al, 1982)

Un bipensayo general, el cual detecte un amplio
espectro de actividades farmacolégicas de plantas o de.
praductos quimicos naturales, que sea rapido., barato y gue
se pueda realizar en cualquier laboratorio de investigaciéon,
esta basado en la utilizaciédn de un diminuto crustaceo, la
larva de Artemta saltna. (Meyer. et al, 1982)

Los huevecillos de Artemia salina san facilmente
obtenidos, permanecen viables por affos en lugares secos.
Los huevecillos son colocados en agua de mar artificial. se
incuban por 48 horas, se cubren y se les coloca una lampara
de luz, Después de este tiempo las larvas emergen y estan

listas para ser utilizadas en bioensayos.

Las larvas se han utilizado en diversos ensayos como:
analisis de residuos de pesticidas. micotéxinas,
anéétesicbs, componentes wunideos a moerfina, toxicidad de
aceites dispersantes y el control de toxicos marinos.
(Meyer, et al. 1982) '
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2.5. ISOBUTILAMIDAS

2.5.1  ESTRUCTURA GENERAL

was iscbutilamidas son compuestos con la siguiente

estructura gquimica:

o
i
R— C— NH—CHy— CH— CHy
CHs

Es un derivado de un acido carboxilico en donde el
grupo hidroxilo ‘es reemplazado por atro hetergatomo o grupo.
siendo en este caso la iscbutilamina. (Pine. 1984)

2.5.2 FPRESENCIA EN LA’NQTURALEZA-

En diversos estudios se han aislado iscobutilamidas de
plantas de las familias Piperaceae, Aristolochiaceae v
Rutaceae. Estas se caracterizan por ser aAcidos olefinicos de
18 a 14 aAtomos de carbono unidos a la isobutilamida. (Haral,
1984), ’

Se han encontrado isobutilamidas alifaticas y
aramaticas. De las alifaticas ila primera estructura
identificada fué la decadienamida pellitorina (a): despuss
se aislargn e identificaron otras dos mas, la necsherculina
(b) y anaciclina (c}. (Blade., 199@)
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(c) Anaciclina.

De la corteza v del fruto de diferentes especies de
Zanthoxilum se han encontrado disocbutilamidas de 12 a 14
Atomos de carbona. can una canjugacion de los dobles enlaces
con el grupo amida vy can  una geametria £ . Ejemplas de
algunas isobutilamidas aisladas de especies de Zanthoxtlum.

{Haral. 1984) Son: Neoherculina (b} v el o-sanshool (d).
0
It
WK IS C~N’A\1”

|
H

d) a-sanshool

En cuanto a las asobutilamidas aromaticas. se han
aisiadﬁ 36 amidas de la raiz de Piper amzlogo. (Nakatani. et
al. 1981). Esta planta es conocida en la India v Amarica
Central por ser un remedio eficaz en malestares estomacales.
Algunas de estas amidas son: Fagaramida (e), Piperliongumina
(t), N-isobutileinamamida (q) v
N-isobutil-3,4~dimetoxicinamamida (h).
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(g) N—isobutilcinamamida. (h) N-i1sobutil-3,4—dime—

toxicinamamida.

El grupo de Miyakado (Miyakado, Et al., 1989} aislo
isobutilamidas aromaticas de la planta Piger nigrun. tales
come (i) Guineensina y (j) Pipercida.

H
\
<z:©/\\/ e \é\//\c"N\/K
T
]

(i) N-igobutil-13~-(3,4-metilendioxitenil )~-2E,4E-tridecatrie—

namida. Guineensina.
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(i) Fiperacida
2.5.3 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS 1ISOBUTILAMIDAS.

La actividad biolegica de las asobutilamidas es muy
extensa en general pueden ser antibacterianos, piscicadas,

molusquicidas, antiinflamatorios, antitusivos, anéstesicos

.locales, insecticidas, tarvicidas, inhib:idores de 19
germinacién Yy antialimentarios en insectos fitofagos, entre
otras.

La raiz de Adnacyclus pyrethrum (Haral,1984),cuando es
.masticada produce un h&rmiguen persistente, pravocado
insensibilidad de la lengua vy en las membranas muUCOsasji
ocasionando un flujo de saliva. En 1878, Bucheim separd un
material cristalino de la planta. la cual representé un
constituyente activo llamado piretrina. Después el producto
fué Llamado pellitorina Yy se encontréd que contenia 3
substancias. £l componente en mayor parcentale fue
identificado como decadien—isabutilamida. t-a pellitorana
cruda resultd ser tdxico para la mosca domgstica Yy tambaén
altamente letal para el gusanoc de 1la harina (Tenebric
molttor L)

La flor de Spilanthes oleracea L tambré4n contiene un
principio picante el cual ha sido usado camo medicamento.
Fué el primero gque se obtuvo en estado crudo por Gerber, io
designd como “Espilantol”. Este material se ha reportado
efectivo contra la larva de mosquito JAnopheles y Cule .

Jacaobson, encontrd que el espilantol es idéntica a \a
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Afinina. La cual fu& nbtenldq originatmente de ta ratz

de Heliopsis longipes, una planta con actividad insecticida
en M&xico. Se encontrd que si la raiz es masticada alivia el
dolor de muelas, el extracto se usa para resfriados y la
neumonia. La Afinina, tiene actividad biolé¢gica contra el

caracal de agua dulce Physa occidentalis. (Haral, 1984)

Varias especies del género Zanthoxylum se ha reportado
que poseen actividad insecticida. Ei material activao esta
acumulado en la corteza del tallo, en la raiz y en su fruto.
La corteza de Z. piperitum fue usado como un antihelmintico.
La Neoherculina fud aislada de la corteza de z
clavaherculis, componente altamente insecticida. ta
Neoherculina se encontrd gue era idéntica al oa—sanshool

aislado de Z, piperitun, (Crombie y Fisher, 1985).

La raiz de Echinacea angustifolia americana es
altamente picante y se ha reportado gque contiene un
larvicida que actda contra la larva de mosquito. Por otra
parte, la raiz se ha usado en la curacién de heridas,
inflamaciones, como esfimulante y antiséptico. (Haral, 1984)

Dos isobutilamidas de 18 carbonos (escabrina,
heliopsina) fueraon aisladas de Heliopsis helianthoides,
poseen una actividad insecticida considerable. Se ha
reportado que una pizra de escabrina en la lengua provoca
una paralisis y una quemadura, éfectn que dura cerca de dos
horas. (Haral, 1284)

"Asiasari radix” de Asiasarum heterotropotdes es una
droga en la medicina China, que se ha utilizado desde hace
tiempo como un antitusivo, expectorante y analgésico. La
raiz se ha encontrado que contiene isobutilamidas
olefinicas, las cuales contribuyen en la propiedad
antitusiva. (Haral, 1984)
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2.5.4 ACTIVIDAD INSECTICIDA.
2.5.4.1 fRelacion estructura-actividad.

Los estudios de la relacidn estructura actividad
insecticida de las N-isobutilamidas fueron iniciados en 1987
por Michael Elliott, encontré que todos los campuestos
naturales con una considerable actividad bioldgica tienen
una doble ligadura conjugada con el grupo amida y ademas que
pueden presentar mas de un doble enlace.

Existen evidencias de que la posicion del doble enlace,
como isomerismo E-Z juega un papel impartante en la
actividad fisioldgica e insecticida de las amidas. Una
actividad significativa contra mosca doméstica fuée
encontrada solamente en isobutilamidas que presentan
conjugacison del doble enlace con el grupo carbonilico de 1la
amida. Se ha repartado por estudios que en el sistema
decadienisobutilamida la cnnfiguracién ZE,4E es diez vaces
mas activa que la 2E,47 contra mosca doméstica. {Haral,
i1984).

Otra parte dé los estudios de M. Elliott (1987), se
enfocd a la sintesis y evaluacién de la actividad
insecticida del grupo N-isobutilo. Para lo cual el grugo
N-ispbutilo fué substituido por N—piperidinil y N-isopropil,
cuando era aplicado tdpicamente a la mosca doméstica la
actividad insecticida disminulia o se anulaba. Al probar la

N—-({2,2-dimetilpropil) decrecidé un poco i1a actividad
comparada con la WN-isobutil, mientras que las versiones
ciclicas tuvieron nula o poca actividad como la
N-{ciclopropilmetil). Si en vez del grupo ispbutilo

introducian un grupo fenilo o reempliazaban las metilos por
fluor se anulaba toda la actividad. Un grupoc metilo en C-1 o
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en C-2 del isobutilo favorece un poeo la actividad, mientras
que la ramificacion en C-3 decrece drasticamente. La
introduccién de un gruco metilo extra sobre el nitrogeno del
grupp N-isobutilo, o un metileno extra en la cadena
isobutilo adyacente al nitrégeno anula completamente 1la
actividad, peroc si son dos los metilos introducidos en C—1
la actividad se incrementa considerablemente. gin embargo,
ninguno de los compuestos evaluados presentsd mayor actividad

que la amida con isobutilo (Tabla I).

Otra parte de los estudios de M. Eliott (1987), fus
encontrar los efectos de los substituyentes en el grupo
fenilo de las amidas aromiaticas. Encontré que las
halasubstituyentes en el anilla araomatico confieren a 1la
amida la mayor actividad que la obtenida con otro tipo de
substituyentes, sin embargo ¢sta no llega a ser mayor que
cuando la molécula no tiene substituyentes. En la Tabka II
se resumen los efectos de algunos substituyentes en el
anillo aromatico. Como se puede observar en 1a
monohalogenacién, la posicién orto es la menos favorable
para la actividad, anulandola totalmente; en la posicisn
meta la actividad decrece caonforme se incrementa el tamafo
del halégeno, mientras tanto la posicién en para favorece la
actividad en grado aceptable.

Cuando el substituyente es metilo no hay cambios en 1la
actividad, solo la posicién orto substituida fud poco
activa. En el caso de metoxilados en las tres posiciones, 12

3—-metoxi fué el dnico que tuvo actividad, aunque muy baja.
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TABLA 1. ANALISIS DE LA INPORTANCIA DEL GAUPO N-ISOBUTILO IN ALGUNAS AMIDAS SINTETIZADAS
POR M. ELLIOTY. PRODAMS DN M0SCA DONESTICA.

-x ACTIVIDAYY X ACTIVIDAD,
3.9 8.6
H HN/\/\
N ><< 29
N
H HN
. Nt

2

1.0

N
_<

O |
<

I
2 z
Tz
T
3

H

”N/W< 2.8 HN

n
3

WTONANDO CONO REFERENCIA 4 LA BIONESTRIMA(DL, = 108 pmn.
NT1 MO TOXICO., (ElRfett, Kt al., 19837)
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TANLA 1. ACTIVIIDES RELATIVAS DE ALGUMAS M-ISOBUTILAMIDNS.
INFLUENCIA DE LOS SUSYITUYENTES BN EL ANILLO AROWATIOO.

R =~ CONH/Y

-R % ACTIVIDAD INSECTICIDA"
(Rosca domestica)
-H 3.9
2-% NT
3~F 2.0
a~F 8.6
a-ci NT
3-c1 1.0
4-C1 1.3
a-Br ‘ ﬁT A
3~Br 1.9
4-8Br . @.3
a1 NT
a-~x NT
a-3 2.6
2-~Ch, i1.@
a~cn, NT
4-CH, NT
2-0CH, NT
3~-0CH, 2.29

WCONSIDERM0 Lo ACTIVIDAD DX (A SIOMKSTRING (DL, = 108 ppw)
NIt W0 TOXICO (Xlliots, Bt al., 1387)
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Robert Blaoe (1999). reaiizo otros estudios en donde
observaron gQue la dienamida es muy sensible a ia
modificacién estructurai. La estereoquimica es critica, ia
(2E., 4E) dienamidas estAn consideradas como mAs activas gue
algunas de las otras paosiciones del doble enlace. La
geametria y el grado de insaturacién proporcionados por
enlaces acetilédnicos tiene cierta desventaja. €En la Tabla
I1T se resumen los cambios en actividad contra mosca
doméstica, aplicada directamente por aspersion, cuando 1la
dienamida es cambiada en su estereoquimica Yy cuando bay
triples enlaces en vez de dobles enlaces. lLa actividad de
estos anilogos esti citado con respecto al grupo mas potente
{actividad = 1). )

La substitucién del grupo dieno trae un cambio
substancial en la actividad. En una serie de componentes
metilicos solamente la 3—-metildienamida retiene una
actividad apreciable. La Gltima posicién sensitiva es una
modificacisn adicional que altera uno u otro substituyente
natural electrdnico o estérico. La Tabla IV, muestra la
actividad en contra de mosca doméstica con respecto a las

modificaciones mencionadas.
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TABLA 111, VARIACION DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA DE ACUERDO AL TIPG DE INSATURACION ¥ A

1A ESTEREOQUINICA.
, Mo CONPUEST® ACTIVIDAD CONTRA MOSCA
DONESTICA
PN\
e b d
1 1
<E> <E>
2 CE> <Z> ) a.83
k] <Z) CE> d.0835

R/%k/ :

. N CONH/\l/ o.@s
Re=—=— CONH/\[/

5 . <8.03%

SCTIVIDAD RELACIONAMA CON KL CONPUESTO Mo. 1 (Blade, 1990)



7 TABLA [V, CAMBICS EN LA ACTIVIDMD INSECTICIDA COM DIFERINTES

SUSTITUYENTES EN EL CRUPO DIENO.

s

ST

M. COMPUESTO ACTIUEDAD *
c .
L R CONRR 1
/\/l\/CONHR'
3 NN .4
R
L cOnnR
3 NN a.as5
R )
CONHR’
'S RW @.e3
CONHR'
e <@.as
CHzF
6 /\)\/ ! .03
N CONHR
R
? CONHR' a.as

Tt CIONATA COM KL COMPUESTO MS ACTIVO CACTIVIMD = 1)
et Ll = et

ke




2,5.4.2 Hecanismo de accaén.

En un estudao realizado en preparaciones sinaptosomaies
de mamifero se report® una accidén dependiente de los niveles
de sodio. En la que se libera un neurotransmisor por la
presencia de las amidas, el cual podria ser bloqueada por
tetrodotexinas. En una preparacién de insecto la amida no
produce directamente la despnlarizacién y los efectos sobre
veratridina, la cual se ha observado induce la
despolarizacidn. Las amidas inhiben 1la respussta de una
manera relativamente reflexiva in viveo, puesto que realza la
respuesta de las deltametrinas.

Estos resultados parecen reflejar el comportamiento de
ias moscas domésticas resistentes a piretroides y sugiere un
sitio de accidén de las amidas que actvan en la compleia wvia
del sodio. (Blade, 1990)

2.5.5 SINTESIS DE N-ISOBUTILAMIDAS.

2.5.5.12 Condensacidén aldsliea. Formacion del Acido

&, 3~insaturado.

Hay diferentes tipos de condensacién aldélica
conocidas: de Perkin, Knoevenagel, Doebner, Claisen,
Dieckmann; cada una de ellas supone un atague de un
carbanion a un grupo carbonilico. Este carbanion es
generado, en cada caso, en practicamente la misma forma: la
abstraccion de un hidrégeno en posicién alfa con respecto al
carbonilo por medio de una base. FPueden emplearse bases
diferentes (hidréxido de sodin, etdxido de sodio, acetato de
sodiao, aminas) vy también puede variar el grupo carbonilo

con respecto al cual el hidrégeno es alfa (aldehido, cetona.
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annidrido, ester), perc la gquimica es esenciaimente la de ta
condensacion aldelica. Se mencionara solo la congensacion ae
Enoevenagel por estar relacionaga con @ 1a condensacion de
sidehidos aromaticos. les cuales fueron la materia prima de
este trabajo. (Mundy, 19895)

'2.5.5.1.1. . Condensacion de Knoevenagel.

La condensacion de aldehidos o cetonas, que usualmente
no contienen un a—hidrégeno, los componentes en la fYorma
ZI-CH-1' & Z-CHR-Z' es usualmente llamada la reaccion de
Knaevenagel. 2 y Z°' pueden ser CHO, COR, COOH, COOR, CN,
NDZ’ SOR, SUZR’ SﬂzﬂR, o grupps similares. Cuando Z = COGH,
la descarboxilacidn sucede in situ. Si se usa wuna base lo
suficientemente fuerte la reaccidn puede llevarse acabo en
los componentes que poseen solamente un unica Z, paor ejemplo
CHSZ <G RCHZZ. Otros componentes hidrdgeno—-activo pueden
también emplearse como: CHCIS, 2—metilpiridinas, acetilenos
terminales, ciclopentadienos, etc.j; cualquier componente gue
contenga enlaces C-H, el hidrégeno puede ser removido por

una base.

Ejemplos de la reaccién de Kaevenagels:

NH,
PRCHO + CH3COCH,COOEt =2 0°C o o hecmCoOET
f
COCH,4
PIRID
PhCHO + HOOCCH,COOH —— A 5 oy Cl= CH COOH
PIPERIDINA
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2.5.5.2. Formaci4n oel cioruro de ac:io.

un cloruro de aciLio se puede optener por
substituciztn del -0OH por el ~Cl del 2cioo0 carboxilico. para
este fin se emplean a menudo tres reactivos: cioruro de
tionilo, SDC12: tricloruro de fosforo. PCLS: v pentacloruro
de fesforo, F'Cl.s. (Morrison, 1970).

El cloruro de tionilo se emplea a menuaoo, debado a Qque
su balo punto de ebullicidn (790) permite que el exceso ae

reactivo se elimine faciimente. Ademas los productos que se
forman aparte del cloruro de acilo, el SO, y HCi: se iiperan
2

en forma de gases. Reaccién general:

soci
Rcoo,., ——— 2. > RCOCI + SO0,+ HCI

tos cloruros de acilo reaccionan con el reactivo organo
cadmio para dar Jlugar a las cetonas, experimentan la
acilacion de friedel — Crafts en presencia de tricloruro de
aluminio para producir una arilacetona y pueden reducirse
selectivamente por el hidruro de tri-—tert—butoxialuminio vy
litio © con gas hidrédgeno en presencia de paladio y sulfato
de bario para praoducir un aldehido. Los cloruros de acilo
también son intermediarios importantes en la preparacién de
amidas. (Wingrove, 1384)



2.3.,9.3 Sintesas de amidas a partir de cloruro ae aciio.

Es el m&todo de labnoratario,. mzs general para ogreparar
amidas. La reaccion se ileva a cabo. entre un cloruro de

acilo v una amina. Reaccaitn general:
0 o

1} 1l
R— C—Cl 4+ NHpR® ———> R—C— NHR'

R=Grupo fenilo R'= isobutilaminag

Esta es una reaccion tipica de SUDSTItuCion

acilnucleoflilica: los pasos se mMUEstran a continuaclisn:

c: ) N o~

] 1

R— C—Cl =+ NHaR' —> R-—(l:—Cl  —
+ NH,R'

Intermediario tetroedrico

inestabie
[o}
(1] + -
R~ C— NHoR' + (o]
Amida Protonada
FPor lo tanto:
0 0 .

T . T . .
R— C —NH R' + NHR'———) R—C—NH—R' + NHsR



ta molécula de aminanucleofilica se adiciona al grupo
aciio y forman el intermediario tetraédrico, e1 cual se
descampone para praducir una amida protonada. Otra moleécula
de amina actla como base y abstrae un protén a partir de ia
amida protonada para dar lugar a una amida libre y a un  aen
amonio. (Wingrove, 1984}

La reaccidén can clorurc de acido es mas rapida vy
esencialmente 2airreversible, en comparacién con la de
Atidos, la cual es mas lenta y puede ser reversible. {(Pine,
Et al., 1984)



i1l. JUSTIFICACION DEL TEMA.

Los insectos representan un serio problema para el  ser
humano y para los animales. Intervienen en la transmisién de
diversas enfermedades, provocan pérdidas ecodnomicas en  la
agricultura y en la ganaderia, ademas de que su presencia es
molesta para el hombre. Por 1o que la necesidad de tener un

control adecuado de insectos es de suma importancia-.

Los insecticidas sistémicos utilizados para
ectoparasitos son formulaciones que contienen DDT, el cual

es tédxico al ser absorbido por la piel del mami fero.

La busqueda de nuevos insecticidas estA basada en
encontrar compuestos que presenten actividad insecticida v
que No sean téxicos para el hombre o para los animales. En
diversas K investigaciones se han encontrado principios
activos extraldos de plantas con actividad insecticida. Un
grupo de campuestos aislados de plantas sON las
N-isobutilamidas, de acidos alifaticos de cadena lineal
poliinsaturada de 8 a 20 Atomos de carbono, como ejemplo se
puede mencionar al a-sanshopl aislade de la corteza de

Zanthoxylun liebmannianwn (Rutaceae). (Reyes, Et al., 1991)

Existen N-isobutilamidas de cadena larga, como el
a~sanshool, que son inestables por degradarse facilmente, 1o
Qque hace que su sintesis en el laboratorio sea complicada.
Sin embargo, existen N-isobutilamidas de cadena corta, como
la Fagaramida, que son mas estables, que presentan actividad

insecticida y que son factibles de sintetizarse.

Las N—-isobutilamidas son compuestos con buena actividad

insecticida, sin embarga, las amidas de cadena larga
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poliinsaturadas son inestables lo que limita su uso. Por
otro lado. las amidas sé¢lidas como la Fagaramida poseen una
actividad insecticida moderada., por 1o que sirven como
modelo para sintetizar N-isobutilamidas con propiedades

insecticidas.

For lo anteriormente expuesto, el proposito de este
proyecto fué sintetizar N-isobutilcinamamidas con metoxilos
en las diferentes posiciones del anilleo aromatico, a partir

de acidos cinamicos vy de benzaldehidos metoxilados.

Esperandose que estos compuestos presenten buyena
actividad larvicida sobre Culex guinguefasciatus (Culicidae)
y sobre Artemia salina {Leanch). Actividad que puede ser
atil para que los campuestos sintetizados sean
potencialmente empleados en el control de ectoparasitos del

hombre y de los animales.
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iV, OBJETIVOS.

Los objetivos gue se siguieron en este trabajo fueron:

4.1i. OBJETIVO GENERAL.

Realizar 1a sintesis de N—isobutilcinamamidas con

substituyentes metéxilos en las diferentes posiciones del

anillo aromatico y determinar su actividad 1larvicida sobre
larvas de Culex guinguefasciatus del 4o. estadio larvario vy

saobre el crustéaceo Artemia salina.
4.2. O0OBJETIVOS PARTICULARES.
4.2.1 Sintetizar las siguientes N-isobutilamidas.

1. N-isobutil-3-(fenil)—-2(E)—propenamida.

2. N-isobutil-3~(2-metoxifenil)—-2(E)propenamida.

3. N-iscbutil-3-(3—-metoxifenil)—-2(E)propenamida.

4. N-isobutil-3—-(4-metoxifenil)—-2(E)~-propenamida.

5. N-isobutil—-3—(2,3-dimetoxifenil)-2(E)-propenamida.

&. N~isobutil~3-(2,4-dimetoxifenil)-2(E)—propenamida.

7. N-isobutil—-3-({2,5-dimetoxifenil)-2(E)—propenamida.

8. N-isobutil-3-(2,6-dimetoxifenil )~2(E)—propenamida.

?. N-isobutil-3—(3,4~dimetoxifenil)-2(E)—propenamida.
183. N-isobutil~-3-(3,5-dimetoxifenil)-2{(E)-—propenamida.
11. N-isobutil-3-{2,4,5—trimetoxifenil)—2(E)-propenamida.’
12. N-ispbutil-3-(3,4,5-trimetoxifenil)—-2(E)—propenamida.

4.2.2. Determinar 1la actividad larvicida de las
N-isobutilamidas sintetizadas en larva de mosquito comdm,

Culex quinguefasciatus, en su cuarto instar.

4.2.3. Determinar la actividad larvicida de las

N-isobutilamidas sintetizadas sobre drtemia salina.
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4.2.4. Calcular la concentracién letal 5@

de insecto y en Artemia salina

4,2.5. Determinar la potencia relativa, de
de las N-isobutilamidas sintetizadas,

quingue fasciatus y Artemia salina.

(EL__) en larva

51

la accidn letal
sobre Culex

4.2.6. Establecer 1la posible correlacién de la accion

larvicida sobre Culex guinguefasciatus y Artemia salina.



V. - HIPOTESIS

ia hipétesic de trabajo bajo la cual

esta investigacién fue:

La actividad larvicida sobre larva de

(Culex gquinquefasciatus) y sobre larva de

de las N-isobutilcinamamidas monometoxiladas,

se desarrollo

mosquito comtn
Artemia salina

dimetoxiladas

y trimetoxiladas sera mayor que la actividad larvicida de

la N-ispbutilamida de origen natural o-sanshool.

43



Vi. MATERIAL.
&4.1. Material para la sintesis.
6.1.1. Material de laboratorio.

Matraz bola de S8 ml. 14/23.
Refrigerante 14/23.

Cabeza de destilacidn.

Termometro.

Canastilla.

Termostato.

Agitador magnético.

Colector para vacio 14/23.

Embudo de separacion de 150 ml.

Va=os de precipitado 50, 100, 200 ml.
Matraz erlenmeyer 125 y 258 al.
Adaptador para termometro.

Pipetas graduadas 8.2, 1, 2, 5 vy 10 ml.
Trampa de humedad. :

Placas cromatograficas.
&6.1.2. Equipo.

Balanza analitica.

Fisher Jonhons.

Espectrofotometro de IR, Nicolet FT—-IR S5X de un solo haz.
Espectrofotometro de RMN, FT-80.

Espectrofotometro de UV, de doble haz Hitachi 220 S.
Espectrofotometro de masas, Hitachi Perkin—-Elmer RMU &D.

6£.3.3. Substancias.

Acido cinamico.
Acida 2-metoxicinamico

Acido 3—metoxicinamico.
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Acido 2,5~dimetoxicinamico.
Acido 3,4-dimetoxicinAmico.
Acido 3,5-dimetoxicinamico.
Acido 2,3-dimetoxicinamico.
Acido 2,4-dimetaxicinamico.
Acido 2,4,5-trimetoxicinamico.
Acido 3,4,5-trimetoxicinamico.
3,5-dimetoxibenzaldehido.
2,46-dimetoxibenzaldehido.
2,3—dimetoxibenzaldehido.
2,4,5~trimetoxibenzaldehtdo.
Isobutilamina.

Acido clorhidrico.

Bicarbonato de sodiao,

Cleruro de tionilo.

Piridina.

Piperidina.

Acido maldnico.

Estos compuestos fueron ebtenidos del Aldrich.
&6.1.4. Disolventes.

Etanol.

Acetona.

Acetato de etilo.
Benceno.

Hexano.

Eter.

Diclorometano.
6.2. Material para los bioensayos.

6.2.2. Material bioldgico.

Larvas de Culex guinguefascialus en el cuarto intar.

Larvas de Artemia salina.
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4.1.2. Material del laboratorio.

Matraz erlenmeyer de 50 ml.
Pipetas graduadas de 10,5 y 1 ml.
Pipetas pasteur.

Espatulas.

Vasos desechahles de 180 ml.
Viales de vidrio de 1@ ml.

Recipientes de pldstico (bandejas).
6.2.3. Substancias.
Sal marina.
Etil paratiéon.
a—sanshool {obtenido de Zanthoxylum Lisbmanianumd.

6.2.4. Disalventes.

Acetona
Etanol.

6.2.5. Equipo.

Balanza analitica.
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vit. METEDDS.

7.1. SINTESIS DE N-ISODBUTILAMIDAS.

7.1.1. Sintesis de acidos cinamicos, a partir - de
benzaldehidos. (Mundy. 1985}

En un matraz bola de 250 ml se colocaron B.33 moles de
benzaldehtdo, con ©0.72 moles de Acido maldénico, se
adicionaron 150 ml. de piridina y 2.5 ml. de piperidina. Se
calent¢ a refluio, el tiempo de reaccion se determind por
el seguimiento de la reaccidén en cromatograftia en capa fina.
La mezcla de reaccioen se dejo enfriar y se vacioc en una
solueién de acido clorhidrico al 3@%Z en un bafo de hielo. El
producto obtenido se Filtrd en un embudo buchner, se laved
con Acido clorhidrico al 1072 y finalmente con agua
destilada. Se purificd el Acido obtenido por cristalizacién
simple, se determind el punto de fusidén y se obtuvieron 1los
espectros de IR, RMN'H y EM. (ver esquema 1}

7.1.2. Obtencidn del claruro de acido. (Elliott, Et al.
1987)

£n un matraz bola de 100 ml se colocaron 5.7 mmoles dél
Acido correspondiente con 27.3 mmoles de cloruro de tionilo,
se calento a reflujio por cerca de 5 horas. La reaccion se
siguid par cromatografia en capa fina. Después del refluio.
se destild el exceso de cloruro de tionilo a presion
reducida. La mezcla de reaccion se lavée con  benceno hasta
que el destilado fué neutro al introducirle un papel
indicador de pH. El cloruro de acido obtenido se utilizé san

separarlo para la siguiente etapa de sintesis. (esquema 1)

47



7.1.3. Faormacion de la amida. (Elliott, Et al. 1987)

€1 clorura de acido de la reaccidn . anterior, se
disolvié en 5 ml de éter etilico (destilado vy seco); se
adiciond una soluciton de isobutilamina (i3 mmol en 5@ ml. de
Gter). Se agitd 1la mezcla de reaccidon por 208 horas a
temperatura ambiente. Se evaporé el éter de la mezcla de
reaccidon y se disolvio ese producto en acetato de etilo.
Esta mezcla se lavé consecutivamente con acide clorhidrico
al 1@%Z, agua destilada, con una solucidn de bicarbonato de
sodio al 18%, y finalamente con agua destilada hasta obtener
un pH neutro. Posteriormente se separé la fase no acuosa y
se secd con sulfato de sodio anhidro, el disolvente se
evapord a presion reducida en rotavapor. El producto se
purificé por cristalizacién simple. (Esquesa 1)

7-.1.3.1. Identificacién.

Los coapuestos sintetizados se identificaron por wedio
de la determinacién de sSUus propiedades fisicas Y
espectroscopicas. Los puntos de fusidn fueron wsedidos en
aparato de Fisher—-Jones y no fueron corregidos. Las
espectros IR se obtuvieron de un espectrofotosetro Nicolet
FT~IR 5X de un solo haz. Los espectros de RMN se
determinarén en espectréometro FT-88. Los espectros de UV se
abtuvieron en espectrdmetro de doble haz Hitachi 228 S. tos
espectros de masa se detersinaron es un aparato Hitachi
Perkin-Elmer RMU &D.
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ESQUEMA 1, ESQUEMA DE SINTESIS DE LAS N-ISOBUTILAMIDAS

COzH 0

L é Hy Refiujo 3-8 h 3 2 C
R {
COzH R

R= H, CH30,
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7.2. ESTABLECIMIENTDO DEL CICLO BIOLOGICO DE LA LARVA DE
Culex Quinquefasciatus.

Los huevecillos se colectaron de estanques del campo
experimental “El1 Ranchito", de la Universidad Autdnoma
Chapingo. Se colocaron en recipientes con agua para Ssu
eclosion. Dos a tres dias después, se observé si  emergieron
las larvas. Se les adiciond alimento de origen vegetal y se
.les cambi® el agua por los menos cada tercer dia. El periodo
larvario duré aproximadamente 15 dias. Después de esto se
pasaron a pupa. Esta pupa se pasd a otre recipiente con
agua, y se introdujo en una jaula entomolégica en  donde
emergieran los adultos. Los moscos se alimentaron de sangre
de pollo para lo cual se utilizé un pollo de aproximadamente
15 dias de edad. Se colocaron recipientes con agua, para que
la hembra deposite sus huevecillos, depntro de la jaula. Se
colectarén los huevecillos diariamente y se coiocaron en
recipientes con agua, se siguio el ciclo, para obtener
larvas en el cuarto eséadiu larvario. Manteniendo la colonia

en el laboratorio.

7.2.1. DETERMINACICN DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA SOBRE Culex
uinguefascictus.

Se prepararon las siguientes diluciones 35, 1, 0.1,
.01, y 8.001%, se utilizé como disolvente acetona para cada
uno de los compuesto que se sintetizaron. Se depositaran,
20 larvas del cuarto instar en aproximadamente 20 ml de
agua, se adicioné 9.5 ml de cada una de las diluciones, se
agité vy se aforo a SO ml con agua. Se determind la ventana
biolégica, que representaba el rango de concentraciones en
donde se encontré el 10@8% y el @%2 de mortalidad. Se
hicieron bptra serie de diluciopes de al menos cuatro
diluciones que se encontraran en el rango de concentraciones

de la ventana biolégica. (Ver esquema 2)
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ESQUEMA 2. DETERMIMACION DEL CLS® EN LARVA DE MOSCO COM.
(Culex quinquefasciatus)

Istablecer su cfolo
bioldgice,

Preparar las siguientes
&lluciones 5, 1, 8.1, 0.0
y 0,001 % de oada anida.

Adicionar 0.3 nl de
cadn dilugidn en les
recipiontes.

Utilisar larvas en
su ouwarte instar.

l

Colecar 28 larvas
on oada revipiente,

Hager 3 repeticiones
de cada dilusisn,

Caloular o] CL30 do

oada anida sintetizada.

Por ol néteds Predit.

L4
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fe afora a 5@ nl o
agua oorriente.

l

Mespuis de 24 beras
oontar o} minere de
larvas musrtas.




7-.-3. PRODUCCION DE driemia salina.

Se preparo agua de mar artificial. mezclando 38 . ae
sal marina comercial en un litro de agua. Se colocaren en un
recipiente amplio v se adiciond S5O mg de husvecillos de 4.
salina. S5e cubric v se colacd bBajio una lampara de lu=. tas
larvas se utilizaron 48 horas después.

7.3.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA SOBRE Artemia
salina.

Se pesaron 5@ mg de cada uno de lps compuestos. vy se
disalvieron en 5 ml de acetona (1@ mg/ml). Se tomaron B.5 ml
de la dilucion anterior y se agregd 4.5 ml de acetona {1
mg/ml), se repiti® esta operacidn en forma sucesiva para
obtener las concentraciones de 8.1, .01, 0.001 y 0.020%
mg/ml. Se prepararon 3 viales para cada concentracion,
marcando previamente el aforoa 5 ml., se wutilizaron un
total de 18 viales de prusba y 3 viales para controles, por
cada compuesto evaluado.

Se adicionaron @.5 ml de cada dilucién en los viales de
prugba correspondientes, a laos viales contral se les
adicions @.5 ml de acetona, se dejo evaporar a temperatura
ambiente por 24 horas. Se adiciond un poco de agua de mar y
se agitd, se colocaron 1@ larvas de Artemia salinae por vial,
se aftoro a 5 ml can agua de mar artificial. Para contar las
larvas se utilizd una pipeta pasteur larga. ODespués de 24
horas se contaron y se registraron las larvas muertas. (Ver
esguema 3)

7.4. Se determine la CunFentracicn letal 5@ (CLSD) en Culex
guinguefasciatus y Artemia salina. For medio del aAnalisis
estadistico Probit, mediante un programa de computo.
(Infanﬁe, 1984)



ESQUENA 3. DETERHIHACION DEL CL5@ EH LARVA DE ARTEHIA SALIKA,

Pesar 30 mg de hueveti-
ilos de A, salina,

Las larvas emergen
despues de 48 horas.

¢olocar 1@ larvas de
A, salina y aforar a
5 nl con agua de mar.

Despues de 24 horas
oontar el numero de
larvas nuertas,
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Suspender on agua de
mar artificial (38 ¢
de sai de mar en un

litro de agua),

l

Cubrir y colooar bhajo
una lampara de luz,

Preparar las siquientes
diluciones: &, 2.4, 8.81,
2.004, 8.9891 y 9.88004 ny/nl
de oada amida sintetizada.

L

adicionar 0.5 mi de
cada dilucion en viales
de 18 nl. Dear evaporar
¢! disolvents,

Realizar por triplioade.

Calcular el (LS5O de
oada K-isobutilocinama-
mida, Por ¢} metodo
Probits.




VIIi. RESULTADOS.

8.1. SINTESIS DE LAS N-iscbutilcinamamidas.

Se sintetizaron 12 N-isochutilamidas, una de ellas la
N-isobutilcinamamida y 11 sustituidas con msetoxilos en el
anillo aromatico. De estas 11 N-isobutilcinamamidas
metoxiladas 3 fueron monometoxiladas, 6 dimetaxiladas y 2
trimetoxiladas. De estos coapuestas las 8 siguientes no
habf ah sido sintetizadas:

L. N-isobutil-3-(2-metoxifenil)—-2(E)—prapenamida.

2. N-isobutil-3—(3-metoxifenil)—2Z(E)—propenamida.

3. N-isobutil-3—{2,3—dimetoxifenil)-2(E)—propenamida.
4. N-isobutil~3-(2,4—dimetoxifenil)-2(E)—propenamida.
5. N—-isobutil-3—(2,5-disetoxifenil )-2(E)—prapenamida.
6. N-isobutil-3—-(2,6—dimetaoxifenil )—2(E)—propenamida.

7. N-isobutil—-3—(3,5dimetoxifenil)—2(E)—propenamida.

8. N-isobutil-3~(2,4,5~trisetoxifenil)-2(E)-propenaaida.



Para la sintesis de estas amidas se partid de aciqns
cinamicos metoxilados y de benzaldehidos metoxilados. En la
Tabla ¥V, se presenta la materia prima con la cual se partio
para la sintesis de cada compuesto, ademas de los tiempns de
reflujo para la formacidén del 4cido cuanda se partioc de
benzaldehida y la formacién del cloruro de Aacido a partir
del Acido. Para la formacién de 1la amida a partir del
cloruro de Acide correspondiente en presencia de la
N-isobutilamina el tiempo de reaccién fué¢ constante en todos
los casos, de aproximadamente 20 horas 2 temperatura
ambiente. Estos tiempos de reflujo se determinaron por medio
de un seguimiento de la reaccidén por cromatografia en capa
fina de cada uno de los compuestos.

8.1.1. IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS SINTETIZADOS.

En la Tabla VI se presentan los puntos de fusidén de
cada amida sintetizada asi ctomo su peso molecular encontrado

por espectrometria de masas. También se indica el numero de

los espectros de resonancia magnética nuclear qgue se
encuentran en el apéndice, y el rendimiento obtenido.
Se mencionaran 1los maximos de absorcion de los

compuestos sintetizados en los espectros de UV (Tabia VII) y

las principales bandas en los espectros de IR {(Tabla VIII).
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TABLA V. CONDICIONES DE REACCION DE LAS AMIDAS SINTEYIZADAS.

N-ISCBUTILCINAMANIDA MATERIA FRIMA nm“lzml)ﬂmo
FORMCION DEL gﬁ%m
H Benzaldshido 55 55
-2 Ofle fc. 2-metoxicindnico - 5.8
-3 e #c. dmetaxicininico —_ 4.8
~4 Ofe 4-netoxiberzaldehido 55 4.5
-2,3 ditMe 2,3-dimetoxibanzaldshido 5.8 5.8
-2,4 ditMe 2,4-dinetoxibenzaldahido 4. 5.8
2,5 dithe fc. 2,5-diretoddcininico — 35
‘-2,6 dilNe 2,6-dinetoxiberzaldehido 78 5.8
~3,4 di0Ne fAc. 3,4-disstoxicindnico — 1.8
-3,5 dilMe 3,5-8inotoxibenzaldahido 5.8 4.8
2,45 trille 2,4,Hriuhxfhmldnllﬂn 7.8 5.8
-3,4,5 trilie fic. 3,4,5-teinetoxicininico -—_ 5.8
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TABLA V1. RESULTADOS DE LA SINTESIS DE LAS N-ISORUTILCINAMAMIDAS METOXILADAS,

N-1SOBUTILCINMWMIDA m RDXDINIENTO PUNTO DE FUSION |No. ESPECTRO
(a/mal) I o IE R4
- FT) 9.6 ue - 1 t
-2 OMe 233 6.8 109 - 19 2
-3 O 233 84.6 w-n 3
-4 Oe PEHS %.3 18 - 104 .
-2,3 diowe 263 55.9 105 - 186 5
2,4 dioMe 263 8.7 0% - 107 6
2,5 dioHe: 263 65.9 7 - 14 7
-2,6 diome 263 616 160 - 161 ]
~3.4 dioe 263 6.3 1M - 165 ]
-3,5 dioMe 263 9.6 - 1
-2,4,5 tridhe 293 “0.0 13 - 137 1n
-3.4,5 tridke 293 7.8 149 - 1% n

+PESO MOLECULAR OBTENIDO POR ESPECTAOMETRIA BX MASAS.

#«ESPECIROS DE R, IN EL APIMDICE £, APARICEM DN MUNEROS SUCESIVOS.
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TABLA VII. FRINCIPALES BANDAS DE LOS ESPECTROS DE INFRARROJO.

CRUPD FUNCIONAL FRECUBACIA

- 3258 - 3308
CH {Ineaturadn) 00 - 978
C-H (Saturedo) 2948 - 3006
00 1650 - 1658
-0=0-hromatfco) 1664 - 1518
<=0~ (Tams) 98 - 9%
fonosustituides 68 - ™8
Disustituldse 7R - o
Trisustituldas 78 - 96
Teteasustituidas - 05
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TABLA VIII. MAXIMGS DB ABSORCION DR LA AMIDAS SINTETICAS
N EL ESPECTRO DE ULTRWIOLEMA.

N-1SOBUTILCINGNAN DA LONGITUD DE 0D mllm

(m)

-H 269

2 0k m, 36

am £

-4 (e 288

-2,3dine 3

-2 4-di0Ne 268, 208, 317

-2,5-4i0M m, M

-2,6-dite 2

-3,4-diMe @

-3,5-d100 : m

2,4,54r100e m, m, =1

<3,4,5-trilhe »




8.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA.

Fara determinar la actividad larvicida de las
N-isobutilamidas se realizaron dos tipos de bioensayos uno
sobre larva de mosco comtn (Culex guinQuefasciatus) en su
cuarto estadio larvario y otro sobre larva del

crustaceo Artemia salina.

En la tabla IX, se resumen los resultados obtenidos en
larva de Culex guinguefascriatus, €n la que se indica 1la
concentracién letal 5P. la potencia relativa de cada
N-isobutilcinamamida sintetizada tomando como referencia a
una N-isobutilamida de origen natural el alfa sanshool,
aislada de la corteza de Zanthoxtlium liebmanianwn, ton un
intervalo de confianza del 95%. También se utilizd un
insecticida comercial, el etil paratién, para comparar la
actividad larvicida de las amidas sintetizadas. Se
realizaron curvas dosis respuesta de la actividad larvicida
en cCculex quinguefasciatus de cada una de las amidas
sintetizadas, comparandolas con 21 a-sanshool. (figuras 1 a
a»

En la tabla 6 sep presentan los resultados obtenidos
sobre la actividad larvicida de las amidas sintetizadas
sobre Artemia salina, se tomé come referencia al alfa
sanshool y al etil paratién. También se construyeran curvas
dosis—respuesta de la actividad larvicida en larva de A.
salina de cada amida comparandolia ton la amida de origen

natural oa-sanshoocl. (figuras 9 a 16)
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T4BLA IX. CONCENTRACION LETAL 58 BN Culex quinquefasciatus DE LAS ANIDAS SINTETIZAMS.

PTDNKIA

COMPUESTO Ly, tne/ld ¢ 95x RELATIUA
)

-H 1675 (126,0 - 222.7) 1.1
-2 OMe 42,5 (264.2 - 669, 8,43
-3 Ofe 88.4 (56,2 ~ 125.1) 2.27
-4 OMe 234.3 (174,6 ~ 39,8 .7
-1, 2i0Me 779.2 (474,08 ~ 3489,€) 0.23
-2,4 diome I K A< Tl Vo H A ST A (1088l
-3,5 dioMe 618.4 (383.4 - 998,2) .29
1,6 diom TN ACT{l VO HasTa |iee0m
~3,4 diOe 372.4 (189,5 -1266.6) 8.49
«3,5 dile 6229 (359.1 - 1886,7) e.23
-2,4,3 tridhe I NACTH VO HAST A [1800ny]
-3,4,5 triONe I HACTf VO HasT A [1608n]
ALIW SMSHOOL .82 (8,91 = 3.63) 188
ETIL PAMIION 8.16%10°% (3, 0x1078-1, 7510 % | 2.4x20”
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LARVICIDA EN CULEX QUINQUEFASCIATUS

CURVA DCSIS RESIZ}VESTA DEL EFECTO
DE LA N-lsobutrcinamamldq,

PRORIIS
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" CURVA DOSIS RESPUFSTA DEL EFECTO

LARVICIDA EN CULEX @UINQUEFASCIATUS
DE LA N-[aobuul-o-nTtoxiclnamamlda.
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CURVA DOSIS RESPUESTA DEL EFECTO

LARVICIDA EN CULEX QUINQUEFASCIATUS
DE LA N-isobutll-3-metoxicinamamida,

PROBITS
o
8t "
e
. [
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al ®
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n'/
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CURVA DOSIS RESPUESTA DEL EFECTO

LARVICIDA EN CULEX QUINQUEFASCIATUS
DE LA N-isobulil-4-metoxiclnamamida.
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FIG. 4
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CURVA DOSIS RESPUESTA DEL EFECTO

LARVICIDA EN CULEX QUINQUEFASCIATUS
DE LA N-isobutil-2,3-dimetoxicinamamida.

PROBITS
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- CURVA DOSIS RESPUESTA DEL EFECTO

LARVICIDA EN CULEX QUINQUEFASCIATUS
DE LA N-isobutll-2,6-dimetoxicinamamida,
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CURVA DOSIS RESPUESTA DEL EFECTO

LARVICIDA EN CULEX QUINQUEFASCIATUS
DE LA N-isobulil-3,4-dimetoxicinamamida.

PROBITS
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FIG. 7

CURVA DOSIS RESPUESTA DEL EFECTO

LARVICIDA EN CULEX QUINQUEFASCIATUS
DE LA N-isobutil-3,5-dimetoxicinamamida.
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TABLA X.  CONCENTRACION LEfAL S8 DE LAS AMIDAS SINYETIZADAS SOBRE frteaia salima.

—— —

PMIDCIA

CONPUKSTO Chg, (mg/l) 1C 9% RELATIVA
£

-H 28.9 (42,5 - 62,59) 9.0
-2 Oe 5%.2 (23.7 - 130,08 5.8
-3 O 23,3 9.7 - 57,0 18.8
=4 OMe 22.% (11,9 - 42.63) i1.8
~2,3 dithe ILHACT IV LI 1808 ng/l
=2,4 dioMe I HAacCT IpY HasTAR 1000 ng/1
~2,3 dithe 92,4 (37,4 - 220.7) 2.9
=2,6 GioNe 332.8 (98,3 ~ 1227.2) e.7?
-!.I didhe 098 (34,9 - 242,90 u0
=3,5 dioNe 8786 €447.8 - 6597.8) 8.7
=1,4,3 tridie L Had¢T Ry Hat8T1a ;0“ mg/l
=3,4,3 triONe I Nactr Ity H a8t a 1600 mg/1
ALYA SANSHOOL 26 (1.4 - 5.9% 108
ETIL PAMATION 39,6 (44,0 - 135,5) 6,68




CURVA DOSIS RESPUESTA EN ARTEMIA
SALINA DE LA N-isobutilcinamamida.

PROBITS
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CURVA DOSIS RESPUESTA EN ARTEMIA
SALINA DE LA N-isobutil-2-metoxi-
cinamamida.
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CURVA DOSIS RESPUESTA EN ARTEMIA
SALINA DE LA N-isobutil-3-metoxi-

cinamamida.
PROBITS
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CURVA DOSIS RESPUESTA EN ARTEMIA
SALINA DE LA N-isobutil-4-metoxi-

cinamamida.
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CURVA DOSIS RESPUESTA EN ARTEMIA
SALINA DE LA N-isobutil-2,5-dimetoxi-

cinamamida.
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FIG. 13
CURVA DOSIS RESPUESTA EN ARTEMIA
SALINA DE LA N-isobutil-2,6-dimetoxi-
v cinamamida.
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CURVA DOSIS RESPUESTA EN ARTEMIA
SALINA DE LA N-isobutil-3,4-dimetoxi-

cinamamida.
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CURVA DOSIS RESPUESTA EN ARTEMIA
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iX. ANALISIS DE RESULTADOS

9.1. SINTESIS DE LAS AMIDAS.

Se sintetizaron i1 RN-ispbutilcinamamidas., metoxiladas
en diferentes posiciones dei anillo aromitico v la
N—isobutilcinamamida. La sintesis se realizé de acuerdo al
esquema presentado en la seccién de materiales vy métodos.
Para 5 amidas; la 2,4-dimetoxi, 2.5-dimetoxi, 3,5-dimetoxi,
2,4,5-trimetoxi vy la 3,4,5—trimetoxi, se hizo una
modificacién al procedimiento para la formacion del clorure
de acido, fué necesario utilizar benceno como disolivente
(Chemical Abstracts, 1979); ya que al adicionar el cloruro
de tionilo se observaba una reaccidn violenta y al ponerla a
reflujo, se formaba una masa negra y pegajosa que al
adicionarle 1a N-isobutilamina no se disolvia Y no
reaccionaba.

Las reacciones fueron seguidas por cromatogratia .en
capa fina, en donde por lo general se utilizé una mezcla de
acetato de etilo—hexano como eluyente, para 1las amidas
trimetoxiladas se utilizd solo el acetato de etilo. La
reaccion se paré cuando ya no se observd la presencia de 1la
materia prima en la mezcla de reaccién.

ta purificacién de las amidas sintetizadas se realizéd
por cristalizacien simple, utilizando en algunos casos un
solo disnivente y en otros una mezcla de disolventes, esto
se determind realizando pruebas de solubilidad de cada uno.
En general se utilizd una mezcla de acetato de etilo (70%) —
hexane (30%). Para las amidas trimetoxiladas se utilizé
etanol como disolvente.
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?.2. IDENTIFICACION.

Se determind el punto de fusion de cada compuesto, en
un aparato Fisher Jonhons (Tabla Vi).

La identificacion de las . N-isobutilcinamamidas
metoxiladas sintetizadas se realizé por medio de el analisis
espectroscopico, de resonancia magnética nuclear, de

infrarpjo, de ultravioleta y de masas.

F.2.1 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR.

En los espectros de Resonancia Magnética ( apéndice 1)
se observaron las siguientes sefiales, las cuales fueron

comunes a todos los compuestos sintetizados: &
1 R
CH=CH—-C—NH—CH —CH-— CH3

CH, O

S

a) Un doblete (J= ? #Hz) entre 0.9 — 1.9 ppm, correspondiente
a los metilos de la cadena isobutilica (C3" y €,°) -

b) La seffal mdltiple (hepteto); gue aparece aproximadamente
en 1.9 ppm que corresponde al metino del isobutilo (02').

c) El triplete que aparece a aproximadamente 3.2 ppm,
corresponde al metileno (Cl') del isobutilo. Esta banda se
transformo en un doblete (J = &6 Hz) al adicionarle DZD
debido a la sustituciéon del hidrogéno del nitrégeno paor
deuterio.

d) La sefal del protédn del nitrégeno aparece @n un rango de
5.5 a 4.3 ppm de acuerde al compussto, como una sefal ancha,
que al adicionarle D2° desaparece.

e) Para el doble enlace se observan dos dobletes (J =. 15
Hz), uno aparece entre 6.2 — 6.5 ppm y otro entre 7.5 - 7.9

ppm,; €1 valor de acoplamiento confirma la geometria E.
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f) Las seffales caracteristicas del anillo araomitico en
general aparecieron entre 6.2 a 7.9 ppm. cada cempuesto
presentd el patrdn de sustitucidén caracteristico para el

anillo bencénico.
g) Las seffales de los metoxilos aparecen de 3.5 a 4.0 ppm.

7.2.2. ESPECTROS DE INFRARROJO.

En los espectros de infrarroio se encontraron las
siguientes bandas correspondientes al grupo amida, la del
nitrogéno, la del carbonilo, la del doble enlace en donde
se confirmd la configuracién trans vy las correspondientes al
esquema de sustitucion del anillo aromatico. Se indican en
la tabla 3 de manera general debido a que 1los compuestos
sintetizados tienen una estructura similar por 1o que los
espectros de infrarrojo son similares, solamente el esquema
de sustitucién del anillo aromatico es diferente.

?.2.5. ESPECTROS DE ULTRAVIOLETA.

En los espectros de Ultravioleta se determinaron 1los
maximos de absorcién de cada una de las amidas sintetizadas,

en la tabla 4 se indican estos maximos de absorcidn.

Estos maximos de absorcidn se deben a la presencia del
anillo arcmatico el cual forma un sistema conjugado con el

doble enlace y la amida.
?.2.4. ESPECTROMETRIA DE MASAS.

Con la espetrometria de masas confirmamos por medio
del peso molecular la estructura de las amidas sintetizadas.

En la tabla 2, se mencionan los pesos moleculares

encontrados por espectrometria de masas.
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?.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA DE LAS

N-isobutilcinamamidas.

9.3.1. ACTIVIDAD LARVICIDA SOBRE Culex guinguefasciatus.

La determinacion de la Concentraci®én letal S@ en larva
de mosco comun Culex guinguefasciatus, se realizé come se
indica en la seccién de métodos. Sin embargo, en algunos
casos hubo la necesidad de utilizar menos cantidad de
compuesto, por lo que se estandarizd una microtécnica en
donde se utilizaron 1@ larvas, se adicionaron @.1 ml de las
diluciones y se aforaron a 1@ ml con agua. Para esta técnica
se logréd que con aproximadamente 200 mg de compuesto se
calculard la concentracién letal 5@ probandose hasta 1800
Hg/ml; en el bioensayo planteado inicialmente por lo menos
se necesitaba S00 mg del compuesto. En ambos casos las
diluciones se realizaron con acetona y para las amidas
trimetoxiladas se utilizé etanaol. Cada dilucidn se realizo
por triplicado con tres muestras blanco gque contenian la
misma cantidad de disolvente que se adicion® en las

diluciones de los compuestos.

Para cada N-isobutilcinamamida sintetizada se conﬁtﬁuya
una curva dosis respuesta de su actividad larvicida en mosco
comin (Figuras 1 a 8). En todos 1pbs casos se utiiizé como
referencia la N-isobutilamida de arigen natural, o—sanshool.
Se presentan las curvas dosis respuesta de las amidas que
tuvieron una concentracidén letal 5@ menores 120@ ug/ml. Se
encantré una relacién lineal entre la concentracién de las
amidas y la respuesta transformada a unidades probits. En
general los valores experimentales no presentaron una
desviacion significativa comparada con lps valores

calculados.
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Se observs que las amidas 2Z2-metoxi. 2.3-dimetoxi.
2,5-dimetoxi y 3.5-dimetoxi; presentan una pendiente similar
a la amida a-sanshool. por 1o que se puede asperar que
presenten un mecanismo de accién similar. Se ha postulade
gque estas N-isobutilamidas actuan a nivel de los canales de

sodio en la conduccidn nerviosa del axon. (Blade, 1990)

Ninguna de las amidas sintetizadas presentd una
actividad larvicida igual o mayor que la amida co—sanshcool.
De las amidas probadas la que presento mayor actividad es 1la
N-isobutilcinamamida metoxilada en la posicidn 3, 1le sigue
la N-isobutilcinamamida, 4 metoxi, 3I.4-dimetoxi, 2-metoxi,
3,9-dimetoxi, 2,5-dimetoxi, y la 2,3-dimetoxi. Las amidas
2,4-dimetoxi, 2,6~-dimetoxi, 2,48,5~trimetoxi Y la

3,4,5—trimetoxi fueron inactivas hasta 1000 pg/ml. (Fig 9)
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ACTIVIDAD LARVICIDA DE LAS AMIDAS
SOBRE Culex quinquefasciatus

SUSTITUYENTE

H

2 Me0

3 Me0

4 MeOQ

2,3 diMeO

2,4 diMeO

2,6 diMeO

2,6 diMeO

3,4 diMeQ

3,5 diMeo
2,4,5 triMe0
3.4,5 triMeO

0 0.5 1 1.5 2 2.5
% POTENCIA RELATIVA
*RESPECTO A ALFA SANSHOOL
{CL50 = 1.82up/1)
FIG. 17



F.4. ACTIVIDAD LARVICIDA SOBRE AJArtemia salina.

Este bioensayo se realiz¢ de manera similar al del
mosco comun, también se determind la.:uncentracién letal 5@
hasta L@@8 ungs/ml. Para las amidas monometoxiladas, las
dimetoxiladas y la N-isobutilcinamamida se utilizé acetona
como vehiculpo y para las trimetoxiladas etanol, para los
controles se administraba el disolvente empleado para cada
compuestn de prueba.

Se realizaron curvas dosis-respuesta de la actividad
larvicida {(Figuras 10 a 17}, en este caso sobre Artemia

saling comparando con la amida de origen natural a—sanshool.

Al igual que en mosco comun, ninguna de las amidas
sintetizadas presents una actividad mayor gque el a-sanshool.
En este biocensayo (Fig. 18), la amida con mayor actividad
fué la 4—-metoxi (CLSD= 22.5 ug/ml}, le sigue la 3I-metoxi
(CLSB = 23.5 pg/ml), que practicamente presenté la misma
actividad que la 4-metoxi; le sigue la N-isobutilcinamamida,
la 2-metoxi, la 3y4—dimetoxi, la 2,5—dimetoxi, ia
2,6—dimetoxi y la 3,5-dimetoxi. Las amidas restantes fueron
inactivas hasta 1000 ug/ml. Las amidas inactivas fueron I1m
2,3-dimetoxi, la 2,4~dimetoxi, 1la 2,4,5-trimetoxi y 1la

3,;4,5-trimetoxi.



ACTIVIDAD LARVICIDA DE LAS AMIDAS
SOBRE Artemia salina

SUSTITUYENTE

H

2 MeO

3 MeO

4 Me0Q

2,3 diMeO

2,4 diMeO

2,6 diMeO

2,6 diMeO

3,4 diMe0O

- 3,5 diMeO
2,4,5 triMe0 '

3,4,5 triMe0

0 2 4 6 8 10 12 i4

% POTENCIA RELATIVA
*RESPECTO A ALFA S8ANSHOOL
{CL50 = 2.58ug/l)
FIG. 18
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Quinguejfasciatus Y Artemia salina.

Se encontré una buena caorrelacidon entre activadad
larvicida en mosco comun v en larva de camarédn. (Fig. 19) un
coeficiente de 9©.91. En esta grafica también Sse puede
observar gue la actividad disminuye conforme aumenta el
numero de metoxilos en el anillo aromatico. For lo oue las
amidas monometoxiladas fueron mas activas que las
dimetoxiladas y las trimetoxiladas fueron inactivas hasta
1008 pg/ml. Tal vez la falta de actividad de las amidas
trimetoxiladas abedezca a factores fisicoquimicos como
solubilidad, la cual se hace necesario determinar- y es

obieto de una investigacién adicional a la presente.

La correlacion encontrada da la pauta para afirmar gue

determinando la actividad larvicida en Artemia salina es
posible predecir 1a actividad larvicida en Culex
Quinguefasciatus. Esto: es importante debido a que el

bioensayo en larva de Artemia salina es mucho mas sencillo
que en larva de mosco. Los huevecillos de A. salina soh
facilmente obtenidos en el comercib, permanecen viables por
mucho tiempo y solo es necesarioc cmlocarlos en agua de mar
artificial para aobtener las larvas para el bioensayo. Sin
embargo para obtener las larvas de mosco es necesario
establecer su ciclo biologico, ademas que el desarrollo se
ve afectado por condiciones ambientales , estacionales y los

propios del ciclo biolégico de este insecto.

Finalmente, cabe mencionar que este trabaio forma parte
de una investigacidén wmas amplia, en la cual se estan
sintetizando un mayor nUmero de N-isobutilcinamamidas con
diferentes sustituyentes, y con los cuales se realizara un
estudio de relacidn estructura—-actividad, para el cual se
consideran algunos parametros fisicoquimicos comce momento

dipolar, aftinidad electronica, coeficiente de reparto, etc.
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CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD EN
Asalina y C. quinquefasciatus.
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X. CONCILUSIONES.

Las conclusiones que se desprenden de 1la presente
investigacion son:

1. . Se sintetizaron 12 N-isocbutilamidas: la
N~isobutilcinamamida v 11 N-isobutilcinamamidas metoxiladas
con rendimientos entre 55 y el 9@ por ciento. De las amidas
metoziladas 3 fueron monometoxilas, 6 dimetoxriladas y 2
trimetoxiladas.

2. De las doce N-isobutilcinamamidas sintetizadas las

siguientes 8 no se encuentran descritas en la literatura.

— N-isobutil-3-(2-metoxifenil)—-Z(E)-propenamida.

— Neisobutil-3—(3-metoxifenil)-2(E)-propenamida.

— N-isobutil-3-(2,3-dimetoxifenil )—2(E)—-propenamida.

- Nfisantil—3—(2,4—dimetnxifenil)—2(E)—prupenamida.

— N-isobutil-3~(2,5~dimetoxifenil)—-2(E)—propenamida.

- N-isobutil—-3~(2,6~dimetoxifenil )}—2(E)-—-propenamida.

~ N-isobutil-3~(3,5-dimetoxifenil)—-2(E)—propenamida.

- N-~isobutil=-3-(2,4,5~trimetoxifenil)—-2(E)—propenamida.

3. Para cada amida se determinaron los puntos de fusitn y se
confirmd su estruc tura por medio del analisis
espectroscopico en donde se determinaron los espectros de
RMN, IR, UV y masas.

4. Ninguna de las amidas presentd una actividad mayor igual
que el o-sanshool en los biogensayos empleados {(Culex
uinguefascliatus CL5m = 1.82 ug/ml; Artemia salina CLSB =
2.6 pug/ml). De las amidas sintetizadas la mas activa en
ambos bigensayos fué ia metoxilada en 1la posicien 3 (C.

guinguefasciatus CLsm = 8@.4 ug/mLl y 4. salina CLE"a = 23.35
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HgrmLy s 1a amioa 4-metoxi presento una actavidao
pracrticamente 1i1gual (CL5ld = 22.9 jpa/mi) a ia amrga
metoxilada en 3 soore 4. salina.

5. Se encontré una buena correlacion entre la actavicaa
larvicida ae los compuestos, en {ulex quinquefasciatus y en
Artemta salina, con un coeticiente de 8.91. Lo que indica
que determinando la actividad larvicida en Artemia salina es
posible predecir la actividad larvicida en Culex

guinguefasclatus.

&. Se logré optimizar la cantidad de compuesto para
determinar la CLSE en Culex guinguefasciatus, utilizandose
como maximo 200 mg de. compuesto.
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Al. SUGERENCIAS.

— Se sugiere determinar el coeficiente de partigidn
n—octancl/agua de cada compuesto y relacionarlo can 1la

actividad larvicida.

- Profundizar sobre el mecanismo de accidn mediante el
estudio de sinérgismo y antagonismo, tanto en este sistema
como en algunos otros gue permitan saber si al igual que
las N-isobutilamidas de cadena larga, los compuestos

sintetizados afectan la conduccidn nervicsa en el axén.
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ESPECYRD 11. Espactro de RNN S8 N-fecbut{l-3-(2,4,5

tenil)-2{X)p:
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ESPECTRO 12. Empectce dn RAH de H-Lsobutll-3-{3,4,5-telwetoxitenll}-2(R)propenanida
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