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RESUMEN.

En el desarallo de nuevo farmacos han existido varias rutas para descubrir
diferentes drogas y darle un uso adecuado, estas pueden proceder de productos
naturales (plantas, animales y minerales) o blen por sintesis guimica.

Una gran variedad de moléculas han sido sintetizadas en dacadas pasadas, asi
como una complejidad de moléculas muy variadas han constituido el tema de estudio

para muchos investigadores en nuestros dias.

En Tehuacan, Puebla se encontro una planta que se utiliza para curar la amibiasis.
Dicha planta pertienace al genero Zanthoxyllum. Uno delos metabolitos de esta planta es

el - Sanshool (una N-isobutilamida) el cual mostré una gran actividad larvicida.

Por lo que en este trabajo se sintetizaron por métodos conocidos 11 compuestos

derivados de N-isobutilamida sustituidas en diferentes posiciones del anillo aromatico.

La identificacion de los compuestos se realizd por andlisis espectroscépico. El

efecto bicldgico se evalud con Arfemia safina.



INTRODUCCION.

El hombre en su afan por sobrevivir ha realizado diversos estudios sobre todo lo
que a su alrededor existe, y nuestro pais dada la ubicacion geografica que presenta,
cuenta con una basta riqueza de recursos naturales tanto vegetales como animales, lo
cual no siempre resulta ser un privilegio para el individuo ya que existen dentro de estos,
reinos enemigos muy peligrosos de los que el hombre ha tenido que defenderse como
son; los inseclos y las malezas, De los primeros podemos decir que son veclores
potentes de diversas enfermedades que afectan tanto a hombres como a la misma
naturaleza (plantas y animales). Dentro de las enfermedades mas frecuentes provocadas
por inseclos estdn las virales, las malarias y las gastroentéricas (Hawood, y James,
1787). Por su parte los problemas ocasionados por las malezas son: dificuttades en las
labores de cultivo, recaleccion y uso de plaguicidas para su eliminacion, disminucion en
la produccion agricola; fo cual fepercute considerablemente sobre la economia del
agricuttor (Audus, 1979). por lo anterior, el hombre se ha visto en la necesidad de
estudiar, investigar y desarrollar diversos insecticidas y hervicidas para combatir estos
problemas. las N-fsobutilamidas presentan actividad biocida (insecticida, amebicida,
antihelmintica y herbicida), Aunque no se ha esclarecido la relacién estructura - actividad
por cuya Interaccion biolégica conduzca al organismo atacante {insecto, planta), tampoco
se conoce el blanco de ataque de estos compuestos (Majia, 1995). En este trabajo se
hace una correlacion de las actividades que presentan 11 N-Isobutilamidas sintetizadas,
ya que se realizaron dos estudios previos y utilizaron las mismas cinamamidas, en ej

primer estudio se utilizaron larvas de mosquito (Culex quinquefasciatus) como prueba



bioldgica encontrandose que tiene actividad larvicida (Pineda, 1994): el segundo estudio
evalut su efecto en diferentes actividades de la fotosintesis in vitro en cloroplastos de
hojas de espinacas para observar su actividad herbicida (Mejia,1995) y por GHimo en
este trabajo se investigo como es el comportamiento de N-/sobutilamidas utilizando un
crustaceo llamado, Artemia salina con el proposito de establecer una correlacion entre

ésta (ftima actividad y las ya mencionadas.



OBJETIVO.

Sintetizar diversas N-Isobutilamidas derivadas del acido cindmico sustituido y
evaluar su toxicidad en Artemia salina para establecer la relacion estructura - actividad
de este grupo de compuesios observando que tipo de sustitucién de las moléculas

aumenta la actividad téxica en Arfemia salina.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Sintetizar N-/sobutilamidas con 11 diferentes sustifuyentes como son: 34-
metilendioxi; 3,4-dimetoxi; 3-fluor; 3-Metoxi; 4-metoxi; 4-bromo; 4-cloro; 2-cloro; 2-nitro;

3-nitro; Acido cinamico.

Identificacion espectroscopica por RMN, IR, UV y determinacion del punto de

fusion de cada uno de los compuestos.

Determinar la foxicidad por medio de la concentracion letal al §0% en Artemia

salina de las amidas sintetizadas.



HIPOTESIS

La actividad larvicida de N-Isobutifamidas oo, meta y para sustituidas sobre larvas
de Artemia salina serd mayor o igual que la actividad larvicida de las N-isobutilamidas

de origen natural,



1. ANTECEDENTES

1.1 FUNDAMENTO DEL TRABAJO

El uso de {as plantas con fines medicinales ha prevalecido por miles de afios y en
la medicina herbolaria, tanto antigua como modema ha sido una fuente de terapias muy
uliles. Esto explica que desde los inicios de la investigacion quimica se practique el

estudio quimico de la vegetacion.

Tal es el caso de la planta medicinal Zanthoxyllum liebmanniantm conocida con el
nombre de " colopahtle ", que es utilizada como amebicida y antihelmitico por habitantes

del valle de Tehuacan Puebla, ( Reyes, et al., 1991).

El género Zanthoxyllum de la familia de las rutaceas, es considerado como
sindnimo de fagara ( Yasuda, et al., 1982 ): en México se encuentra distribuido en los
estados de Michoacan, Puebla, Oaxaca, Chiapas, Zacatecas, Sinaloa, Baja Califoria,
Yucatan, Morelos, Veracruz, San Luis Potosi, Nuavo Ledn, Tamaulipas, Jalisco y Nayarit

( Reyes, et al., 1991).

Diversos estudios han encontrado isobutilamidas en plantas de las familias
compositae y rutacea, Los metabolitos bloactivos aislados de este género son

N-isobutilamidas de tipo aromética y/o alifatico, algunas de estas se han estudiado



farmacologica y toxicologicamente como es el caso de la amida «- Sanshool, que
poseen una toxicidad relativamente baja para los animales de sangre caliente,

caracteristica de gran interés para el desanolio de insecticidas biodegradables.

De las N-isobutilamidas alifaticas la primera estructura identificada fue la
decadienamida pelltorina (l), después se aislaron e Identificaron otras dos mas, la

neoherculina (ll) y anaciclina (IH).( Btade, 1890).
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En el oriente de Africa la planta medicinal Fagara Macrophylia es conocida por ser
relativamente inmune al ataque de insectos. Un examen quimico de los extractos de la
corteza realizado para establecer la causa de la resistencia observada, llevo al
aislamiento de compuestos inhibidores y/o toxicos contra insectos, uno de los cuales fue

identificado como Peliitorina ( | ) que es el segundo en abundancia con el extracto y



resultd ser una amida muy activa contra las larvas de Pectinophora gossypiella, plaga

que afecta a la agricultura ( Jacobson, 1971 ),

De la corteza y del fruto de diferentes especies de Zanthoxyllum se han encontrado
Isobutilamidas de 12 a 14 élomos de carbono, con una conjugacion de los dobles
enlaces con un grupo amida y una geometria E. Ejemplo de algunas Isobufilamidas
aisladas de especies de Zanthoxyllum ( Haral, 1984 ) son. Neoherculina (1) y el

e - sanshool ( IV ).

e X AN

{ IV)a — Sanshoo!

Otro grupo de amidas que resulta de gran interés es de las aromdticas, algunas de
eslas han sido aisladas de una planta llamada Pipsr amalogo, conocida en la India y
América central por ser un remedio eficaz en malestares estomacales; estudios recientes
reportan la actividad hipotensiva de extractos de la hojas. De la raiz se han aislado 36
amidas, siendo algunas de ellas; Fagaramida (V ), plperiongumina (VI ),

N-Isobutilcinamamida (VII) y N-Isobutil-3,4-dimetoxicinamamida (VIll) (Achenbach.1986).
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{ VI ) N- Isobutiicinamamida ( VUit y N- 1sobutil- 3,4~ dimetoxicinamamida

La actividad anticonvulsiva de N-isobutiicinamamidas se ha estudiado por un grupo
de Beljing en China para lo cual se sintelizaron una serie de compuestos y entre los mas
activos fueron la N-lsobuti-3-clorocinamamida y N-isobutil-2,-4diclorocinamamida

( Shuyu y Renlil, 1986 ).

En 1984 Kubo mostrd que las N-isobutilamidas de Fagara Macrophylla como la

Fagaramida presenta actividad moluscocida ( Kubo, 1991 ).
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La actividad herbicida de N-alquilamidas obtenidas de raices y tallos de diferentes
variadades de vegetales, fue evaluada en diversos derivados de clorocinamamidas, dos
de los cuales resultaron ser muy activos como herbicidas  N-metil-2-
cloricinamamidas ( 1X ) y N-propil-2-cloricinamamidas ( X ). En este mismo trabajo se
estudiaron 30 cinamamidas que presentan efecto potente contra la maleza, ejempio:

Monochoria_vaginales, Rotole indica, um junceum, Eleocharis acicularis,

Sagitteria pyames v Serirpus funcoidas ( Shinoharay Shinizu, 1976 ).

ﬁ 0
. .
@ / NH/ @\\ /C‘NH/\/
Ci Ci
(1X) N - metil-2-clorocinamamida (X) N - propil-2-clorocinamamid

Otro tipo de respuesta farmacoldgica inducida por estas amidas es el de relajante
muscular, las halosustituidas en posicion meta como N-butil-3 bromocinamamida y las
N-ciclopropil-3-fluorocinamamida, los cuales son derivados de productos naturales

( Grivsky, 1983 ).

En 1987 Michel Elliott inicio el estudio de reaccidn estructura - actividad insecticida

de alguna N-Isobutilamidas aisladas de Piperaceas, apoyando sus investigaciones en

1




estudios previos realizados por Jacobson, Bohimann y Joshi, por lo que pudo darse
cuenta que todos los compuestos naturales con actividad bioldgica considerable tienen
una doble ligadura conjugada con un grupo amida, y que algunas de estas amidas

presentan mas de un doble enlace.

La importancia de que la molécula contenga en su estructura este doble enlace
pudo ser analizada en estudios de actividad anticonvulsiva { Xiao-Hui, 1980 ) en donde
al ser reemplazada la doble ligadura de compuestos  como el

3.4 metilendioxicinamoilpiperidanamida ( XI ) por un enlace simple, decrecio la actividad.

( Xi) 3,4 metilendioxicinamoilpiperidinamid

Son pocos los estudios realizados en la cadena del N-isobutilo para dilucidar en
que medida su presencia contribuye a la actividad de la molécula. Por lo que otra parte
de este estudio se enfoco a la sintesis y evaluacién de la actividad insecticida de amidas
aromaticas en donde el grupo N-isobutilo fue sustituido por N-piperidinil, N-isopropilo
que al ser aplicados tdpicamente a la mosca doméstica revelaron que la actividad se

anula con estos cambios ( Elliott, et al., 1987).
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Al probar fa N-( 2,2-dimetilpropil ) decrecié solo un poco la actividad comparada con
la N-( 2-metilpropil ), mientras que las versiones ciclicas fueron nulas, o con poca

actividad como la N-( ciclopropilmetil ).

Al introducir el grupo fenilo en lugar del grupo 2-metilpropil o remplazario por fllior
se anula toda actividad. Un grupo metil en C-1 0 en C-2 de isobutilo favorece un poco la

actividad, mientras que la ramificacion en C-3 decrece drasticamente la actividad.

La introduccion de un grupo metilo extra sobre el nitrdgeno del grupo N-isobutilo, o
un metileno extra en la cadena isobutilo adyacente al nitrégeno anula complelamente la
actividad, pero si son dos los metilos introducidos en C-1 la actividad se incrementa
considerablemente. Sin embargo, ninguno de los compuaestos evaluados presento mayor
actividad que la amida secundaria N-isobutilo, como se ve en la tabla 1 de actividades

relativas.

El efacto de los sustituyentes sobre el grupo fenilo de las N-isobutilamidas
arométicas, fue e! punto a tralar en otros estudios ( Elliolt, et al., 1987 ); estas
observaciones resultaron interesantes pues también estan relacionadas con fa actividad
que presentan dichos compuestos con insecticidas, los cuales fueron probados con
moscas domésticas. Durante el desanollo de investigaciones, se encontrd que los
halosustituyentes en el anillo aromético confieren a la amida la mayor actividad que la
obtenida con otro tipo de sustituyentes, sin embargo esta no llega a ser mayor que

cuando la molécula no tiene sustituyentes.

13



En el caso de la monohalogenacion, la posicién oro es la menos favorable para la
actividad, anulandola completamente; en |a posicion meta fa actividad disminuye
conforme se incrementa el tamaiio del haldgeno, la posicidn para tiene un grado de

actividad muy aceptable.
De los compuestos metoxilados en las tres posiciones, el 3-metoxi fue el Gnico que

tuvo actividad, siendo esta muy baja, Dentro de las polisustituciones, las halogenadas

en posicion 3,4 y 3,5 fueron las que presentaron mayor actividad.

14



TABLA 1. ALGUNAS AMIDAS SINTETIZADAS POR M. ELLIOTT Y SUS ACTIVIDADES

INSECTICIDAS RELATIVAS.

@\%\/\E_R

Actividad Insecticida Contra Mosca Doméstica

F
NH /\<-F
F

3.9

NT
1.0

NT

1.0

2.0
06

2.8

NT

NT

POTENCIA RELATIVA A BIORESMETRINA (DLso=100PPM). NT = NO TOXICO.
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1.2 LA IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE ARTEMIA SALINA.

La Artamia es una especie de crustaceo que desde hace muchos afios se ha
utiizado como alimento para tribus indigenas de América y Africa, pero solo
circunstancialmente ( Amat, 1980). También se observa que la calidad de la sal mejoraba
al encontrarse en las charcas salineras la presencia de la Artemia salina, ahora se sabe
que esto se debe a que la Arfemia es un organismo filtrado no selectivo, por lo que los
carbonatos y sulfatos impuros, que forman parte de las salmueras, son filrados por la
Artemia salina, mas no son digeridos y por lo tanto son expulsados en las heces, pero ya
puros, pues todas las impurezas que contenian son asimiladas por la Artemia salina

( Dees, 1961; Sorgeloos, 1983 ).

Hasta 1979 se tenla conocimiento de 240 focalidades en el mundo, donde se
encuentran poblaciones de Arfemia. En Canada y Estados Unidos, la zona mas
estudiada, se tiene un registro de 37 y 34 lugares respectivamente, haciendo un total de
71 sitios para América del Norte, en Europa se encuentran registrados 77, en Africa 33,
en Asia y Sudamérica 19 en cada uno, en Centro América 11 y Austria 10 lugares
( Persoone y Sorgeelos 1980 ): sin embargo existen muchos lugares en los que los
habitats de Artemia salina se encuentran distribuidos o abandonados, como es el caso
de muchos paises Europeos. En México se encuentran [ocalizados 18 poblaciones
naturales de Artemia salina, distribuidas en 7 estados de la Republica los cuales son
Baja California Sur, Sonora, Sinaloa, Oaxaca, San Luis Potosi, Chiapas, Yucatan

( Olguin, 1987).

16



Su facil cultivo en el laboratorio, su corto ciclo biologico, su alta tasa de fecundidad
y su accesible manejo en forma de quiste, son condiciones que hacen que sea
ampleada en la investigacion y enseiianza de varias ramas de la ciencia, como son: ia
toxicologia, en donde se utilizan prusbas para insecticidas, ya que este crusticeo es
sensible a un rango amplio de astos compuestos ( Dees, 1961 ). Y en genética, ya que

se han observado fendmenos de mutagénesis de esta especie { Browen, 1963 ).

17



1.3 COMPOSICION PROXIMAL DE ARTEMIA SALINA.

La informacion sobre la composicidn proximal de los nauplios y adultos de Artemia

85 muy variable, ya que esta depende del lugar de la cepa de este crustaceo y de su tipo

de alimentacion ( Ivieva, 1969 ),

Componente Estadio
Base saca Quiste Nauplio Adulto
% proteinas 480 41.71 50-69
% grasa 18.0 23.0 16.0
% carbohidratos 14,0 8-23 9.17
% cenias 3.5 8-21 9-29

18



1.4 TAXONOMIA.

La Artemia se ancuenira clasificada de la sigulente forma: Phylum Arthopoda,

Subphylum Euvarthropoda, Clase Crustacea, Subclase Branchiopoda, Orden Phyllopoda,

Suborden Anostraca, Familia Attemiidae, Género Arfemia, Especie Safina. ( Heip, et al,
1976 ).

1.5 GENERALIDADES MORFOLOGICAS.

La primera elapa, por la que pasa la Artemia durante su desarrollo s la nauplio,
esta prasenta un color naranja debido a la presencia del vitelo y carotencs, mide
aproximadamente 0.4 mm y pesa 0002 mg ( Sorgsloos y Parsoone, 1975 ).
Externamente se puede obseivar 3 pares de apéndices: las antenas, cuya funcion es
locomotora y los extremos son filtradores de alimentos Hevandolos hasta la boca; la

antenula, funcion sensorial; y un par de mandibulas rudimentarias { Ver figura 1).

Se distingue también, un ocelo de color rojizo, que se sitia en ia regién media de la
cabeza entre las antenulas y los ojos compuestos, los cuales no se observan facilmente
puesto que atn carecen de pigmentacion. E! ojo naupliar tiene una funcion fototactica
positiva, esta se va perdiendo hasta llegar a la etapa adulta, que es cuando presenta un
fototactismo negativo, aunque puede cambiardo a posilivo o viceversa, por lo que el

comportamiento fototactico de Arfemia salina es mas complejo de lo que parace,

19



FIGURA No.1

Caracteristicas Morfologicas
de
Artemia - Adulto

Antenula

Ojo Nauplia__

u Ocelo
— Antena
Ojo Compuesto —
Fildpodos
Térax{ )

Tordcepodos

L

Abdomen Largo Tolal: 12 a 15 mm

Telson

Furca Caudal
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En la porcion de la cabeza, ventralmente se presenta un gran labio ( labrum ), de
forma casi rectangular, que recubre la base de los apéndices; esta estructura capla las

particulas alimenticias y por debajo de el se encuenira la abertura oral ( fig. 2 ).

El nauplio continua se desarrollo, en los primeros 2 o 3 dias de vida se nutre de
sus raservas de vitalo y sufre 4 transformaciones mas en 24-48 hrs; al liegar & las fases
de metanauplio | y i se empieza alimentar del medio extemno y sufre su primera muda.
Progresivamente se va transformando en juvenll y después en adulto, en

aproximadamente 21-25 dias ( Ivieva, 1969 ).

En los primeros estadios de vida a la Artamia se le distingue la cabeza, el torax y
el abdomen. En el torax se le observa lobulos laterales, que al desarrollarse formaran 11
pares de toracopodos. El abdomen se observa con una furca terminal, la cual es igual en
los machos y en las hembras. En los machos el segundo par de antenas que poseen,
sufren un cambio completo en su morfologia al llegar a adultos: las cerdas de los
exopoditos se pierden, se desamollan sus musculos y se convierten en unos fuertes
apéndices prensibles; en las hembras no ocume este desamolio y durante toda la vida
funcionan como Grganos sensoriales; esla es una de las caracteristicas que sirven para

diferenciar los sexos de este crustaceo.

Al llegar al estado adulto, las Arfemias pueden llegara a medir 12-15 mm de largo
total, y pesar aproximadamente entre 6-7 mg ( Ivieva, 1969 ); presentan gran variedad de

tonos en su coloracion, aunque se ven generalmente rojizas,
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El cuepo de la Arfemia salina adulta se divide también en : cabeza, torax y
abdomen. La cabeza esta formada por cinco segmentos fusionados: en ella se
encuentran dos ojos compuestos, un ocelo, las antenulas o segundas antenas, y en
posicién mas ventral las primeras antenas verdaderas, fransformandose en el macho,

(fig.1).

El térax esta formado por los 11 toracopodos, ya desamollados, segmentos bien
delimitados, cada uno de elios esta dotado por apéndices folaceos ( fildpodos o
toracopodos ). Estos realizan tres funciones: respiratoria, de alimentacian y locomotriz.
En la respiratoria estan involucrados porque presentan branquias en cada uno de ios
toracopodos, por lo que respacta a (a alimentacion y la funcién locomolriz, estos actiran
en el agua que tiene particulas fitradas por la Arfemia salina, las impulsa al canal ventral

y después por medio de movimientos rotativos acarrean el alimento hasta la regién

bucal.

El abdomen consta de ocho segmentos, los dos mas proximos al térax son los
segmentos digitales; seis restantes, propiamente abdominales y al finai el telson provisto

de la furca caudal.
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FIGURA No. 2

Caracteristicas sexuales de una Arfamia Macho
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1.8 FISIOLOGIA.

La Artemia es un crustéceo primitivo, como puede observarse en sus funciones
fisiologicas, que no son altamente complejas, los sistermas que comprende cada uno de
ellas se menciona a continuacion brevemente ( fig. 3 ).

1.6.1 Sistema Nervioso.

Este esta formado por un ganglio cefdlico unido a un sistema que recorre el
cuerpo, y que consta de las siguientes partes: un par de ganglios en cada segmento,
unido entre si tanto longitudinal como transversalmente por los nervios. Hay un ganglio
periesofagico en ta porcién anterior del ganglio cefdlico, a el llega los nervios que

proceden de los ojos compuestos, del ojo naupliar y de ofras dreas sensitivas.

1.6.2 Aparato Respiratorio:

Esta intimamente ligado con la actividad locomotriz e indirectamente con la
excrecion, particularmente de cloruro de sodio, por tanto forma parte del mecanismo de

regulacién osmotica.

La respiracion y excrecion de lones se efectia a través de los exopoditos de los
toracopodos, que actdan a manera de branqulas, y del tegumento del cuerpo, formado

principaimente por quitina,
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Figura No. 3
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Como ya se dijo, la Arfernia presenta branquias en sus 11 toracopodos; cuando
estos se encuentran bien desamollados el nivel de oxigeno es mayor en comparacion
con las primeras etapas larvarias que no tienen toracopodos desarollados; en
compensacion con esta deficiencia existe, en los nauplios, la glandula de sal en la region
de la cabeza, con lo cual el organismo excreta la sal y regula la presion osmdtica; esto
permite que los nauplios en su primer estadio, puedan transferirse de una baja salinidad
( 5% ) hasta una alta ( 150% ), sin que muera, en cambio las Arternias adullas no

sobreviven a cambios tan drasticos.

La Artemia tiene capacidad para sintetizar hemoglobina, y el aumento de su
concentracion les asegura una captacion intensa de oxigeno del medio, alin a bajas
concentraciones. Debido a la gran capacidad de regulacion de la presion osmélica que
tiene la Artemia, puede vivir en aguas con muy diversos rangos de salinidad y

temperatura.

1.0.3 Aparato Digestivo:

Este aparato consta de un atrio bucal, un eséfago, un par de pequeiios diverticulos
globulares, que abarcan los sagmentos cefalicos 2° y 3°. ( se asemejan a un estémago
que continlia con un lracto o tubo intestinal que termina en el ano); las particulas
alimenticias son digeridas con ayuda de movimientos musculares ritmicos de

contraccion.



1.6.4 Aparato Reproductor.

Los adultos de Artemia presentan caracteristicas muy particulares para cada sexo.
El macho se diferancia facilmente de la hembra por la presencia de un par de apéndices
( antenas ) cefdlicos muy desamollados y semejantes a unas pinzas, los cuales van a
senvir para sujetar a la hembra; estos apéndices prensibles se adhieren firmemente
alrodedor de a hembra y justamente al ovisaco, mediante un 6rgano intromisor, se

efectua la fecundacion,

El aparaio reproductor del macho presenta todas las estructuras en pares. Los
testiculos son largos y tubulares, colocados a cada lado del aparato digestivo. La
histologla da estos testiculos es igual en todo su trayecto, con cédulas germinales y
células de soporte, en forma de racimos, y los espermatozoides maduros se localizan en
la cavidad del tubo; son de forma esférica ( sin movimiento y sin reflejo ), esias células
son llevadas a través de los testiculos hasta los conductos o vasos defeientes, los
cuales secretan el liquido seminal y lo almacanan; el tejido de esta estructura es igual en
toda su longitud, y consta de un epitelio secretor que lo rodea y de musculos

longitudinales y circulares ( fig. 4 ).

El aparato reproductor de la hembra esta formado por los ovarios, que al igual que
los testiculos, son dos tubos colocados a cada lado del aparato digestivo; a lo largo de
los ovarios se observan bandas de cogonias, las cuales son muy abundantes en el tado
ventral, algunas de estas oogonias se agrandan y siguen la vitelogénesis, en la cual

participan numerosas células nutritivas ( fig, 4).
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A medida que prosiguieron este desarmollo las células entran en profase de la
primera divisién meidtica { oocitos primarios ), y permanecen en esta etapa hasta llegar a
la entrada de los oviductos, donde alcanzan metafase de la primera division meidtica.

Cuando los oocitos estan en la parie lateral de los oviductos, la facundacion es efectiva.
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Figura No. 4
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1.7 REPRODUCCION.

Esta es iniciada por los machos en una atapa de preadullo, abrazando a la
hembra con sus antenas entre el ovisaco y el Glimo par de toracopodos; en esta

posicidn la pareja puede nadar por largos periodos.

La hembra libera oocitos maduros, que pasan desde los ovarios hasta los
oviductos en menos de dos horas, y permanecen ahi de 1 a 40 horas. El abdomen del
macho se encorva hacia el de la hembra, y une de los drganos introductores entra al

ovisaco. Mas tarde, los dvulos ya fecundados, permanecen ahi de 3 a 5 dias.

Del ovisaco de la hembra se puedsn liberar embriones enquistados, llamados
quistes oociticos, a esle proceso sa le conoce como reproduccion ovipara; en lugar de

estos quistes se pueden dar origen a una larva nauplio que seria la reproduccion

ovovipara,

Se han observado dos tipos de embriones enquistados: uno que produce nauplios
casi inmediatamente después de haber sido expulsades del ovisaco; y otros que
pemnnanecen en estado de latencla ( diapausa ), gue pesa aproximadamenie 0.0040 mg
y mida 0.2 mm, en este (itimo estado puede permanscer por largos periodos, hasta 10
afios ( Dees, 1961 ). estos quistes deshidratados requieren ser activados para que
aclosionen, son attamente higroscapicos por lo que se colocan en agua, con suficiente

oxigeno, se hidratan y reiniclan e metabolismo suspendido en etapas de gastrula. El
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1.7 REPRODUCCION.

Esta es iniciada por fos machos en una etapa de preadulto, abrazando a la
hembra con sus antenas enire el ovisaco y el Gltimo par de toracopodos; en esla

posicion {a pareja puede nadar por largos periodos.

La hembra fibera oocitos maduros, que pasan desde los ovarios hasta los
oviductos en menos de dos horas, y permanecen ahi de 1 a 40 horas. El abdomen del
macho se encorva hacia el de la hembra, y uno de los 6rganos introductores enira al

ovisaco. Mas tarde, {os dvulos ya fecundados, permanecen ahi de 3 a 5 dias.

Del ovisaco de la hembra se pueden liberar embriones enquistados, lamados
quistas oociticos, a este proceso se le conoce como reproduccion ovipara; en lugar de
estos quistes se pueden dar origen a una java nauplio que seria la reproduccion

ovovipara,

Se han observado dos fipos de embrionss enquistados: uno que produce nauplios
casl inmaediatamente después de haber sido expulsados del ovisaco; y oiros que
permanecen en estado de lalencia ( diapausa ), que pesa aproximadamente 0,0040 mg
y mide 0.2 mm, en este Uimo estado puade permanecer por largos periodos, hasta 10
afios ( Dees, 1861 ): estos quistes deshidratados requieren ser aclivados para que
aclosionen, son altamente higroscépicos por lo que se colocan en agua, con suficiente

oxigeno, se hidratan y reinician el metabolismo suspendido en etapas de gastrula, £
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tiempo que tarde en e'closionar el quiste y la salinidad de} agua en que se efectiia ésta,
depende de ia cepa con que se este trabajando, sin embargo, existen reporiados en la
bibliografia rangos en fos que se han tenido una eficiencia de eclasion optima ( 90-85% )
{a salinidad debe oscilar entre los 5-3.5% y el tiempo de eclosidn puede variar entre 24-
36 horas ( Smith, et al 1978; Nash, 1973 ): el embrién que eclosiona se llama prenauplio,
y presenta parcialmente la forma de la larva nauplio caracteristicas de los crustaceos;
posterionmente, sale completamente de la cascara y después de un par de horas, se

transforma en la larva nadadora nauplio. Este proceso depende de las condiciones de

incubacion. ( fig. 5).

No se encuentran todavia blen establécidos los factores que influyen para que se
presente la oVoviviparidad o la oviparidad en la bibliografia se mencionan varios de ellos,
que quiza puedan influlr en este proceso, 1alés como la salinidad, {a presién osmotica, la
calidad y la cantidad de alimento, la baja concentracién de oxigeno disusito que induce a
la oviparidad, la correlacion existente entre la sintesis de hemoglobina y la produccion
de quistes, la presencia de clorofiia en el medio de cultivo y la densidad de animales

entre otros ( Versichele y Sorgeloas, 1880 ),

1.7.1 Ciclo Reproductivo:

La Arternia se reproduce por partenogénesis y sexualmente, tanlo las cepas

bisexualss como las partenogenéticas pueden reproducirse vivipara y ovoviviparamente,

En las hembras partenogenéticas, la formacion de 6vulos se Inicla con los oocitos

en los ovarios; después de dos dias; dichos oocitos se transforman en 6vulos y pasan a
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los oviductos laterales, en los cuales permanecen un dia y después pasan al ovisaco
donde continGan su desamolic hasta ia gastrula, o bien akanza el estado de nauplio y
son iiberados por i{a hembra; en ellos intervienen factores extenos como ks ya
mencionados; calidad de alimento, salinidad, temperatura, oxigeno, eic. Se ha
observado que las hembras expulsan de 7 a 80 huevos en un pericdo de 3 a 11 dias
( Ivieva, 1969 ). Las Artemias partenogenéticas produce machos que pueden fecundar a

artemias bisexuales también,

En 6! caso de la ovoviviparidad, la gldndula de la cascara o glandula de Brown
desamolla gran actividad, debido a la formacion de los quistes, y es en este tipo de
reproduccion cuando se puade observar la gldndula secretora de la sustancia que forma
la concha o cascaron de dichos huevos, esta es formada antes de que los quistes sean

liberados por la hembra.

Durants el desarolio de los embriones, en el saco ovigero, se contintian formando
y desarrollando nuevos ootilos; por esto, la Arlemia origina una descendencia

numerosa, es decir, tiene una afta fasa de fecundidad.

€n la reproduccion sexual, la fecundacion es un movimiento reflejo breve, de unos
cuantos segundos. Para cada ciclo de puestas de huevos se requieren de una
facundacion, ya que la hembra no almacena espermatozoides maduros. St los cocitos no
estén en los oviductos la hembra rechaza el cortejo del macho, Aln no se han
observado producciones mixtas de nauplios y de quistes, pero puede aliernarse la

ovoviviparidad y la oviparidad repetidamente durante los desoves viables de la misma

hembra.
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2. MATERIAL Y METODO DEL BIOENSAYO.

2.1 BIOENSAYO

MATERIAL BIOLOGICO.

Artemia salina Leach

Sal de mar

MATERIAL DE LABORATORIO,

Matraz Erlenmeyer

Pipetas

Espatula

Frascos viales

Jeringas 5 m|, 0.5 mi, 100 1,10 pl

Recipiente pequerio con perforacion en el divisor
Cubierta para el recipiente ( tela o malla )

Lampara de luz blanca

DISOLVENTES.
Acstona
Etanol
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2.2 PRODUCCION DE ARTEMIA SALINA ( Meyer et al., 1982 ).

Se prepard agua de mar artfficial, mezclando 38g de sal marina en un litro de agua.
Se coloc en el recipiente y se adiclonaron 50mg de huevecilios de Arfemia salina. Se
cubrib con tela o malla ( para prolegerios de los mosquitos ) y del ofro lado se colocd al
descubierto la ldmpara para atraer las lavas a través de la perforacion dei dique. Se

dejan pasar 2 dias para que el crustdceo eclosione y madure.

2.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA SOBRE ARTEMIA

SALINA.( Meyer.et al., 1982 ).

Se pesaron 50 mg de cada uno de los compuestos, y se disolvieron en 5 ml de
acetona ( 10 mg/mi ). Se tomaron 0.5 mi de la dilucion anterior y se agregaron 4.5 ml de
acelona ( 1 mg/mi ), se repitid esta operacion en forma sucesiva para obtener las
concentraciones de 0.1, 0.01, 0.001 y 0.0001 mg/ml. Se prepararon 3 viales para cada
concentracion, marcando previaments el aforo a 5 ml,, se utilizaron un total de 18 viales

de prueba y 3 viales para control, por cada compuesto evaluado.

Se adiclonaron 0.5 ml de cada dilucidn en los viales de prueba correspondientes, a
los viales de control se ies adicionaron 0.5 ml de acetona, se dejo evaporar a
temperatura ambiental por 24 horas, se adiciond un poco de agua de mar y se agit, se
colocaron 10 larvas de Artemia salina por vial, después se aford a § mi con agua de mar
artificial. Para contar las larvas se utilizo una pipeta pastéur larga, Después de 24 horas

se coptaron y se registraron las larvas muertas,
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Se dsterminé |a concentracion letai 50 % ( CLso ) por medio del analisis estadistico

probit, mediante un programa de computo ( Infante y Zarate, 1984 ),

DETERMINACION DEL CLsp EN LARVAS DE ARTEMIA SALINA.

Pesar 30 mg de
huevecillos
de Artemia salina

i
Suspender en agua de
mar
artificial 38 g de salde
mar en un litro de agua
|
i
cubrir y colocar bajo una
lampara de luz blanca

{

las larvas emergen
después
de 48 horas

l
{

colocar
10 larvas de Artemia
salina
aforar a 5 ml con agua
de mar

I
{

después de 24 horas
contar
el nimero de larvas
muertas

Preparar las siguientes
diluciones: 1, 0.1, 0.01,
0.001
0.0001 y 0.00001 mg/m!
de
cada amida Sintetizada

J

PR

Adicionar 0.5 ml de cada
dilucién en viales de 10
ml
dejar evaporar el
disolvente.

realizar por triplicado

—_—

Calcular el CLgp de cada

N-iscbutilcinamamida.
Por

el método Probits
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2.4 MATERIAL Y METODO DE LA SINTESIS DE LAS CINAMAMIDAS.

MATERIAL DE LABORATORIO.

Agitador magnético

Anillo de fierro

Adaptador de termémetro
Agitador de vidrio

Capilares

Camara de elucion

Cabeza de destilacion
Canastilta de calentamiento
Colector para vacio
Espatula

Embudo de separacion
Embudo buchner

Matraz redondo de 2 bocas
Matraz Erlenmeyer

Probeta

Placas de silica

Pipeta graduada de 0.2, 1, 2.5, 10 ml.
Pipeta volumétrica de 1 mi.

Pinzas de tres dedos con nuez
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Refrigerante con manguera
Soporte universal

Trampa para vacios
Termometro

Vaso deprecipitado

Vidrio de Reloj

EQUIPO,

Equipo de Fisher Johns

Balanza analitica

Lampara de luz uliravioleta

Pariilia de calentamiento con agitacién

Rotavapor

Espactrofotdmetro de IR, Nicolet FT-IR 5X de un solo haz,

Especirometro de RMN FT-80.

REACTIVOS :

Acido Cinamico

Acido 2-Clorocindmico
Acido 2-Nitrocindmico
Acido 3-Fluorocindmico
Acido 3-Ctorocinamico

Acido 3-Bromocinémico
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Acido 3-Metoxicinamico
Acido 3-Nitrocinamico
Acido 4-Metoxicinamico
Acido 4-Bromocinamico
Acido 3,4-Dimetoxicinamico
Acido Piperonal

Acido Malonico

Acido Clorhidrico
Benzaldehido
Bicarbonato de Sodio
Piridina

Piperidina

Cloruro de Tionilo

DISOLVENTES:
Etano!

Eter

Acetona
Hexano
Diclorometano
Benceno

Acetato de Etilo
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METODO DE LA SINTESIS ORGANICA.
2.5 SINTESIS DE DERIVADOS DEL ACIDO CINAMICO ( Mundy, 1985 ).

En un matrdz bola de 100 ml. equipado con agitador mégnetico, canastilla de
calentamiento y refrigerante en posicion de reflujo provisto de una {rampa de humedad,
s agregan 0,33 moles de benzaldehido y 0.72 moles de acido maldnico a una mezcla
de 8.2 mi de piridina y 0.22 ml de piperidina. Se calisnta a reflujo con agitacion continua

durante 8 hrs., despuds se enfrian y se adicionan en bafio de hislo 10 ml de acido

clorhidrico concentrado en 30 mi de agua.

El precipitado obtenido se filtra al vacio, se lava con una solucién de &cido
clorhidrico al 10 %, continuando con un lavado abundante de agua hasta obtener un pH

neutro, el acido obtenido se purifica por cristalizacion simple, se determina e punto de
fusion.
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2.6 SINTES! N (Efiiott, et al, 1987)

En un matraz de bola de 100 m! equipado con rofrigerante y trampa de humedad,

se colocan 5.7 mmoles de Acido cindmico cormaspondiente y se adiciona 27.3 mmeles de
cloruro de tionilo,

La mezcla de reaccion se calentd a refiujo con agitacion magnética durante 5 horas

aproximadamente ( la reaccion se sigue por cromatografia en capa fina ).

Pasado este tiempo se dsja enfriar a temperatura ambiente, después se adicionan

20 mi de benceno seco, el exceso de cloruro de tionilo se destilo a temperatura no mayor

de 70* C.

Una vez que sl cloruro de tionilo dejo de destilar, se suspende el calentamiento y

se afiaden 50 mt de benceno seco el cual se destila nuevamente hasta obtener un pH

neutro.

El cloruro del acido obtenido se disuslve en 5 ml de éter etilico (seco); se enfria en

un baio de hielo con agiacion magnética y trampa de humedad se adiclona una

solucidn de isobutilamina { 13 mmoles en 50 mi de éter ),
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La mezcla se agitd por 24 horas a temperatura ambiente, terminado este tiempo la
mezcla de reaccion se fitrd al vacio en un rolavapor para évaporar ol éter. E| producto se
disuelve en acetato de etilo.

La fase orgdnica se lavd en un embudo de separacion tres veces con dcldo
clorhidrico al 5 % y tres veces con bicarbonato de sodio al 5 %, finalmente con agua
destilada hasta obtener un pH neutro, despuas se separd la fase no acuosa y se secd
con sulfato de sodio anhidro, el disolvente se evapord a presion reducida en rotavapor.
E! producto se purificd por cristalizacion en una mezcla de hexano - acetato de etiloy se

identifico por medio de la determinacion de sus propiedades fisicas y espectroscipicas.



Sintesis de N-lsobutilcinamamidas.

0 o o [~
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H+H OH
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3. RESULTADOS.
3.1 SINTESIS DE LAS N-ISOBUTILCINAMAMIDAS.
Se sintetizaron 11 N.lsobutilamidas, una de ellas {a N-Isobuticinamamida y 8

mono sustituidas ( 2-NO,, 2 Cl, 2 OH, 2F, 3-OCHs, 3-BY, 4 NO;, 3, 4-(0-CHC ) y 4 Ci)
una disustituida 3, 4 { OCH, )..

5 C INT .
£n la tabta 2 se presentan los puntos de fusidn de cada amida sintetizada asi como
su peso molecular encontrado por aspectrometria de masas. También se menciona el
rendimiento obtenido y jos maximos de absorcion de los compuestos sintetizados en los
aspectros de U.V. (tabla 2) y las principales bandas en los aspectros de IR (tabla 3 ).

LA ACTIVI VICIDA.

Para determinar la actividad larvicida de las N-sobutiiamidas se realizd un

bioensayo con lavas de Arfernia salina.

En la tabla 4 se presentan los resultados obtenidos de la actividad larvicida de las

amidas sintetizadas sobre Arfemia salina.
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TABLA 2. PRINCIPALES CARACTERISTICAS ANALITICAS DE LOS DERIVADOS DE

N-ISOBUTILCINAMIDAS,

Paso Rendimiento Punto
R Molecular (%) de Ultravioleta
(g/mol) Fusion ("C)
H 203 90 110- 111 268
2-NO; 193 73 128 - 130 254
2-Cl 237 82 126 - 127 268
2-0CH, 233 85 109 - 110 271-316
2F 221 78 94 - 55 266
3-0CH;, 233 85 70-71 272
3-Br 282 81 108 - 109 269
4-Cl 237 80 142 - 143 373
4 -NO; 248 73 153 - 154 309
3,4(OCH;), 263 79 1086 - 107 328
3,4-(0-CH-0) 247 75 107 - 108 318
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TABLA 3. PRINCIPALES BANDAS DE LOS ESPECTROS DE INFRARROJO.

GRUPO FUNCIONAL FRECUENCIA
NH 3220 - 3300
C - H{ Insaturado ) 3020 - 3060
C - H( Saturado) 2915 - 2960
Aromético 1600 - 1624
-CONH 1630 - 1564
c=0 1640 - 1654
-CH=CH- 955 - 990
Sustitucion Orto 740
Sustitucién Meta 655 - 800
Sustitucion Para 816 - 825
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TABLA 4, CONCENTRACION LETAL MEDIA Y POTENCIA RELATIVA DE LAS N-

ISOBUTILAMIDAS.
R Clso Potencia Relativa

%
H 31.95 © 813
m-F 17.66 14.72
m-Cl 22.63 11.48
m - OCHs 26.22 9,91

m-NO; >1000.00 -
p- OCH; 48.26 5.38
p-Br 51,39 5,05
o-Cl 43477 0.59
0-NO; 497.99 0.52
3.4 - (OCHy) 629.20 2.92
34-(0-CH-O) 130.00 1.87
a-Sanshool 1.82 100
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4, ANALISIS DE RESULTADOS.

4.1 SINTESIS DE LAS AMIDAS.

Se sintetizaron 9 N-Isobutilcinamamidas, mono sustituidas en diferentes pesiciones
del anillo, una disustiiuida y la N-Isobuticinamamida, La sintesis se realiz5 tal como se

menciond en la seccion de materiales y métodos,

Las reacciones fueron seguidas por cromatografia en capa fina, en donde por lo
general se utilizé una mezcla de acetalo de etilo-hexano como eluyente. La mezcla de

reaccion se trabajd cuando ya no se observo la presencia de la materia prima.

La purificacion de las amidas sintetizadas se realizd por cristalizactdn, utilizando
una mezcla de disolventes, esto se determind realizando pruebas de solubilidad de cada

uno. En general se utflizé una mezcla de acetato de etilo { 70% ) hexano ( 30% ).



(T4 TESIS MO DEGE
GAUR DE LA BIBLIGTECK
4.2 IDENTIFICACION.

Se determind el punto de fusion de cada compuesto, en un aparato de Fisher

Johns (tabla 2 ).
La identificacion de las N-isobutilacinamamidas sintetizadas se realizé por medio
de el andlisis espectroscOpico, de rasonancia magnética nuclear, de infrarrojo, de

Ultravioleta y de masas.

4.2.1 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR,

En los espectros de Resonancia Magnética se observaron las siguientes sefales:

4
0 C
o yoolg

CH=CH—C—NH~-CH=-CH=CH,

.

R
a) Un doblete ( J=Hz ) entre 0.9 - 1.0 ppm, correspondiente a los metilos de la cadena
Isobutilica { Cxy Ce).
b) La sedal multiple ( hepteto ), que aparece aproximadamente en 1.9 ppm que
cotresponde at metino del Isobutilo (C»).
¢) El(dd)que aparece en forma de triplete aproximadamente 3.2 ppm, corresponde al
metileno ( Cy ) del isobutilo. Esta banda se transformd en un doble ( J=6 Hz ) al

adiclonarte DO debido a la sustituclén del hidrégeno del nitrogeno por deuterio.
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d) La sefial del protdn de! nitrdgeno aparece en un rango de 5.5 a 6.3 ppm de acuerdo
al compuesto, como una sefial ancha, que al adicionarle D;0 desaparece.

e) Para el doble enlace se obsewva dos dobletes { J=15 Hz }, uno aparece entre 6.2 6.5
ppm y ofro entre 7.5 - 7.9 ppm, el valor de acoplamiento confirma la geometria E.

f) Las seiales caracteristicas del anillo aromatico en general aparecieron entre 6.2 a
7.5 ppm cada compuesto presentd el patron de sustitucion caracteristico para el anilio
bencénico.

) Las sefiales de los compuestos metoxilados aparecen de 3.5 a 4.0 ppm.

4.2.2. ESPEC DE INFRARROJO.

En los espectros de Inframojo se encontraron las siguientes bandas
cormrespondientes al grupo amida, la del nitrdgeno, la del carbonilo, la de! doble enlace en
donde se confimé la configuracion frans y las correspondientes al esquema de
sustitucién del anillo aromatico. Se indican en la tabla 3 de manera general debido a que
los compuestos sintetizados presentan una estructura similar por lo que los espectros de
Infrarrojo son similares, solamente el esquema de sustilucidn de! anilio aromatico es

diferente.

4.2.3. ESPECTROS DE ULTRAVIOLETA.

En los espectros de Ultravioleta se determinaron los méximos de absorcion de

cada una de las amidas sintetizadas, en la tabla 2 se indican los méximos de absorcion.
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Estos maximos de absorcion se deben a la presencia del anillo aromatico el cual

forma un sistema conjugado con el doble enlace y la amida.

4.2.4 ESPECTROMETRIA DE MASAS. -

Con la espectrometria de masas confirmamos por medio del peso molecular la
astructura de las amidas sintetizadas, En la tabla 2, se mencionan los pesos moleculares

ancontrado por esta técnica.

4.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDA RVICIDA DE LAS N-Isobutilcinamamidas

BRE Artemia salina.

Al comparar los resuttados experimentales se observa que en general la sustitucion
del anillo aromdtico disminuye la actividad larvicida, excepto para el caso de los
compuestos m-F, m-Cl y m-OCHj, de los anterior puede notarse que la posicion meta

favorece la toxicidad y a mayor electronegatividad aumenta. (fig. 1)
Considerando la actividad del compuesto m-NO, podemos decir que grupes
polares atrayentes de electrones no presentan ventajas con respecto al compuesto

patrén(R=H).

Tampoco la disustitucian de la posicion 3,4- con grupos que contengan oxigeno.
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GRAFICA No.1 ACTIVIDAD LARVICIDA DE LAS N-ISOBUTILAMIDAS
SOBRE Artemia salina.
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C CTivi

yArfomis salinas.

Se encontrd una buena correlacion enire la actividad en mosco y en lavas de

crusticeo (Grafica 2) un coeficiente de 0.98,

La comelacion encontrada da la pauta para afirmar que determinando la actividad en
Artemia salina es posible pradecir la actividad en Culsx quinquefasciatus, Esto es
imporiande debido a que el bloensayo en larvas de Anfernia salina es mucho mas
sencillo que en larvas de masco. Los huevecilios de A. salina son féciments obtenidos
an el comarcio, permanecan viables por mucho tiempo y solo es necesario colocarios en
agua de mar artificial para obtener las larvas para el bioensayo. Sin embargo para
obtener las larvas de mosco es necesario establecer ef cclo blologico, ademds que el
desamolio se ve afectado por condiclonss ambientales, estacionales y los proplos del

ciclo biologico de aste insecto.

Finalmente, cabe mencionar que este trabajo forma parte de una investigacion mas
amplia, en la cual se estdn sintetizando mayor nimerc de N-isobutilcinamamidas con
diferentes sustituyantes, y con los cuales se realizard un estudio ds relacion estructura-
actividad, para el cual se consideran algunos parémetros fisicoquimicos como momento

dipalar, afinidad elacténica, coeficiente de reparto, efc,
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8. CONCLUSIONES.

1.« Se sintetizo N-Isobutiicinamamida y 10 derivados con dlferont.es sustituyentes 2-NO,,
2-QCHy, 2-Cl, 2F, 3-OCH, 3-Br, 4-Ci, 4-NO,;, 34-COCHs);, 34 O-CH-O )los
rendimientos de Ia sintesis para la produccion de estas amidas, oscilaron entre el 73-
80%.

2.- Para cada amida se determinaron los puntos de fusion y se confirmé su estructura
por medio de! andlisis especiroscipico en donde se determinaron los espectros de RMN,
IR, UV. y masas.

3.- Se evaluaron 11 compuestos en la prueba de actividad larvicida a la Atemia salina
(CL50), una de ellas , e} o-sanshool se uso con fines comparativos por ser este un
compuesto de origen natural

4.- Ninguna de las amidas presenté una actividad mayor o igual que el a-sanshoo!
2.8 pgiml,

8. Se encontrd una buena comelacion entre 1a actividad larvicida de estos compuestos
en Artemia salina y en Culex quinquefasciatus. Lo que indica que determinando la
actividad larviclda en Arfemia salina se puede predecir la actividad larvicida en Culex

quinquefasciatus.
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