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...Y al pájaro le basta con algunas senillitas o gusanos, un

árbol donde construir su nido, grandes espacios para volar: y su
vida transcurre desde su naciliento hasta su luerte en un

venturoso ritmo que no es desgarrado janas ni por la

desesperacion letafisica ni por la locura. Mientras que el

hombre, al levantarse sobre las dos patas traseras y al convertir

en un hacha la primera piedra filosa, instituyó las bases de su

grandeza pero tanbien los origenes de su angustia ; porque con

sus manos y con los instrumentos hechos con sus ¡anos iba a

erigir esa construccion tan potente y extraña que se llana

cultura e iba a iniciar asi su gran desgarraniento, ya que

habrá dejado de ser un sinple anilal pero no habrá llegado a

ser el dios que su espíritu le sugiera. Sera ese ser dual y

desgraciado que se nueve y vive entre la tierra de los anilales y

el cielo de sus dioses, que habrá perdido el paraiso terrenal

de su inocencza y no habrá ganado el paraiso celeste de su

redención. Ese ser dolorido y enferno del espiritu que se

preguntará, por primera vez, sobre el porqué de su existencia.

Y asi las manos, y luego aquella hacha, aquel fuego, y luego la

ciencia y la técnica habrán ido cavando cada dia las el

abisno que los separa de su raza originaria y de su felicidad

zoologica...

SOBRE HEROES Y TUHBAS, ERNESTO SABATO.
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1-a-1- Los insecticidas

Por un largo tiempo, la naturaleza per-itio una pacifica,

aunque no sielpre agradable, coexistencia del honbre y los

insectos. Sin enbargo, cuando las costunbres nónades del honbre

comenzaron a transformarse hacia 1a vida en conunidad, los

insectos, rapidamente se louilizaron para conpartir su hogar, sus

ropas, sus alimentos. Naturalmente, los nuevos habitos del hombre

llevaron a la necesidad de criar animales y selbrar plantas, para

asegurar el abastecimiento de ropas y alilentos. No pasó lucho

tiempo hasta que los granjeros se dieron cuenta, que para que sus

monocultivos sobrevivieran, algunas poblaciones de insectos debian

ser controladas. Asi fue cono la guerra entre el hombre y los
insectos habia conenzado.

Los insecticidas pioneros fueron inorgánicos, el S“ fue

utilizado 1000 años A.C. (1), pasando luego por el 804Cu, FNa,

A504HPb(1) y los insecticidas botánicos, rotenona, nicotina y

piretrinas (2) (fig. 1), utilizados a fines del siglo XVIII, en el
siglo XIX y principios del XX.

En el siglo XX, fundamentalmente durante la segunda guerra
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Figura 1 : Estructurasde diversosinsecticidas.



mundial, fue cuando evolucionaron los modernos insecticidas

sintéticos. El primero fue el DDT(fig. l), en 1939 y luego una

amplia gamade insecticidas clorados y fosforados, entre estos

ultimos, el aún ampliamente usado Paration (fig. 1).

A partir de la segunda mitad de la década del 40, también

surgieron otras dos fanilias de insecticidas, los piretroides y los
carbamatos, de estos últimos nos ocuparemos de aqui en las.

1-a-2- Carbamatosinsecticidas

La historia de los carbanatos biologicalente activos es larga y
colorida remontandose a unos cientos de años atras (3).

Los habitantes de la zona de Old Calabar, situado ahora en la

region sudeste de la provincia de Calabar, en Nigeria, eran

pescadores. Los Efiks, asi se llalaban, se volvieron prosperos

conerciantes de aceite de palma y esclavos durante los siglos XVII

y XVIII. Cada pueblo, tenia un jefe, responsable del cunpliniento

de las leyes locales. Estas eran cunplidas a traves de lultas,

boycotts comerciales, y a menudo por penas capitales. Para

discernir la culpabilidad o no del acusado, se le hacia ingerir

una poclón lechosa, constituida por el nacerado de varias semillas

de Habas de Calabar (llaladas esere), en una pequeña cantidad de

agua. El nativo entonces, debia caminar en circulos hasta que la

justicia decidiera por alguno de los dos caninos, el de la

inocencia y libertad, si era tan afortunado co o para regurgitar la

"leche", o el de la culpabilidad y castigo sinultáneos, en caso



contrario, a traves de convulsiones y rapida muerte.

La legumbre fue llevada a Escocia e identificada por primera

vez a mediados de la centuria del 1800, dandosele el nombre de

Physostígma venenosum. Simultaneamente, se trató de aislar el

tóxico natural, que se supuso un alcaloide en 1863, sugiriendose

el nombre de eserina (de esere), aislandose el alcaloide

mayoritario un año despues y rebautizándolo como fisostigmina

(3). En 1925 se estableció su estructura (fig. 1), que corresponde
a la de un carbamato {3).

Pero pasemos a los carbanatos insecticidas. Los primeros de

este tipo en exhibir una potencial actividad insecticida, fueron

derivados del ácido ditiocarbámico, investigados por la E.I. du

Pont de Nemours Company en 1931. Comoejemplos tenemos al sulfuro

de tetraetil tiuram y al tiran (3)(fig. 1). La buena accion

fungicida de estos compuestos, junto con el advenimiento de los

insecticidas clorados y fosforados, masefectivos, desalentaron el
desarrollo de los ditiocarbamatos como insecticidas. Estos

compuestos siguen usandose en la actualidad como fungicidas.

En la segunda mitad de la decada del 40, un quimico, el Dr.

Hans Gysin, investigador de la Geigy Chemical Conpany de Suiza, en

estudios originalmente dirigidos al desarrollo de repelentes
(especialmente amidas aromáticas), sintetizó el primer carbamato

insecticida de producción industrial, el dimetan (fig. 1). Los

materiales mas promisorios fueron los heterociclos derivados de

enoles (4), comoel isolan tfig. 1), que junto con el dimetan

alcanzaron produccion comercial en Europa, durante la decada del



50.

Todos los carbanatos sintetizados hasta ese momento por la

Geigy, eran dimetilcarbalatos.

Basado parcialmente en lo encontrado por la Geigy, y en el

conocimiento de la estructura de carbanatos efectivos cono

herbicidas, el Dr. Joseph Lanbrech de la Union Carbide Corporation

de Estados Unidos, sintetizó el UC7744 en 1953. A diferencia de

los anteriores, este conpuesto tiene un grupo arilo en lugar del

enol y es un carbamato nononetllico en lugar de dinetllico. El UC

7744 pasó a conocerse con el nombre comercial de sevin y luego con

el nombre comun carbaril (fig. 1). Su baja toxicidad en

mamíferos, facil degradabilidad, y alplio espectro cono toxico

de insectos, lo llevó a ser uno de los pesticidas mas
abundantemente fabricados.

Independientelente de los estudios ya detallados, varias

universidades y dependencias estatales de los Estados Unidos,

comenzaron a experimentar con la fisostignina y carbamatos

relacionados, comopotenciales insecticidas Uno de los mas

activos grupos, fue el de la Universidad de California, bajo la

direccion del profesor Robert Hetcalf, quienes sintetizaron una

serie de 49 ninicos de la fisostignina comoparte de un clasico
trabajo de estructura-actividad. Los resultados de estas

investigaciones, que se publicaron en Z954 (5), establecieron la

mayorpotencia insecticida para las estructuras del tipo aril
N-metilcarbamatos (los más usuales de los carbanatos insecticidas

modernos).



Otra modificación estructural originada en la Union Carbide,

fue sintetizar N-metilcarbamatos, con algunas caracteristicas

estructurales similares a los arilos, pero con un parecido ¡ás

cercano a la ACC,el sustrato de la AcCE(6). El resultado fue el

descubrimiento de los carbanatos oxina, por ejemplo el aldicarb

{fig. l), con amplio espectro insecticida (7).
La ultima innovación introducida en la familia de los

carbamatos, es la deriuatizacion. La mismase realiza reelplazando

el H unido a N. Una gran cantidad de grupos han sido utilizados

comoreenplazantes del H. Has adelante nos referirelos a este tena

con mayor amplitud.

1'- t)- Gïptilw.ic:¿a

I-b-1- Generalidades

La columna vertebral de la estructura de los carbanatos, es el

acido carbalico, la Ionoanida del ácido carbónico:
H0-C(0)-NH2

Este ácido no existe en forma libre, se descompone dando 602 y

NHJ.Son las estables sus sales, por ejelplo el carbalato de
alonio:

NH4*—0-C(0)-NH,

que a sido mezclado con fosfuro de alulinio cono insecticida y

rodenticida comercial (3). El acido carbálico puede también ser

estabilizado por forlacion de un simple éster alqullico, el de



etilo, dandonosel uretano:

02H50—C(0)-NH2

utilizado como anestésico veterinario, tópico bactericida,
solubilizante o cosolvente de pesticidas, funigantes y cosneticos
(8).

La estructura general de los insecticidas carbanatos

comerciales, contiene un arilo sustituido, un heterociclo

aromático, o un naftol. Existen tanbien las oxinas carbalatos. Se

pueden observar algunos ejemplos en la figura I.

En general, son solidos, de poco olor, blancos y cristalinos,

de alto punto de fusión y baja presión de vapor, lo que

contribuye a la estabilidad al almacenarlos. Solubles en solventes

orgánicos pero muy poco en agua, lo que limita su uso como

insecticidas sistémicas.

Cuando los compuestos cristalinas son sometidos a altas

temperaturas, se produce descomposición con liberacion de

isocianato de metilo y el correspondiente compuestoaronático (9).

La misma reaccion ocurre en agua hirviente.

Aunquelas condiciones requeridas para la degradación de los

carbamatos por aire, luz y calor son ¡uy drásticas, la hidrólisis
en medioalcalino ocurre con relativa facilidad, siendo el layor

limite para su estabilidad . La susceptibilidad a la hidrólisis
esta determinada por la estructura quilica del insecticida,
especiallente por el sustituyente unido al anillo fenólico o al N

carbanico (5,10 a 16). Otros factores que influyen en la

hidrólisis de los carbalatos son la temperatura (3,15) y la



concentracion de ion hidroxilo (3).

La descomposición de carbaaatos en solucion ácida,

generallente ocurre a bajas velocidades y el canino aún no ha sido

bien elucidado. La ruptura depende de 1a concentración de ión

hidrógeno, del pH, de la monoo disustitución del N y de Ia

temperatura. En ias condiciones norlales de trabajo y ¡anipuleo de

carbanatos, ia acidez encontrada no produce rupturas (3).

1'-.br- 22., E;JÍT¡ÍÏG?:S.Í:S

Casi todos los fenil N-Ietilcarbanatos estudiados, han sido

sintetizados por una de las 3 reacciones que se observan en la

figura 2.
Método A: consiste en la esterificación de un fenol con

isocianato de metilo. Es generalmente 1a ruta las fácil y las

conveniente, tanto para N-netilcarbalatos aronáticos cono
alifaticos (5). Posteriormente, la técnica se Iodifico
parcialmente, agregandouna cantidad catalitica de trietiianina
(17). Esta técnica fue utilizada para sintetizar carbalatos en
varios estudios de estructura actividad (18 a 20) o de otro tipo

(21,22). Naturalmente, pueden sintetizarse otros carbalatos

N-aiquilos o aún N-arilos reemplazando el isocianato de ¡etilo por

el isocianato requerido (5).

Metodo B: tanbien parte de un fenol, pero en este caso

reacciona con fosgeno para dar un fenol cloroforliato,

intermediario que luego reacciona con ¡etilanina para dar el



carbanato deseado. Asi pueden sintetizarse carbaaatos sin

N-sustituir utilizando amoniacoen lugar de letiianina. Algunas

aninas exóticas fueron utilizadas, a través de este létodo, para
la sintesis de carbamatos (23).

Método C: raramente elpleado, consiste en el agregado de un

fenol o su sai a un cloruro de ¡etilcarbaloilo en presencia de una

base débil, de ser necesaria, para tomar ei acido liberado (3).

Este método ha sido empleado para la sintesis de la layoria de

los N,N-diletiicarbanatos (3).

I-::- fic-pdf)de accicpn

1-:-1- Sistema nervioso

Muchos de los insecticidas usuales son tóxicos por su

capacidad de interrulpir la transnisión del inpulso a traves del
sistela nervioso.

En vertebrados (3), este sistela se divide en una unidad

coordinadora central, consistente en ei cerebro y la léduza

espinal o SNCy una organización periférica, colpuesta de un

sistema autónOIo y otro sonatico.

Un estimulo, viaja a través de las fibras nerviosas en forma

de ilpuiso electrico. Esto ocurre por una despoiarización
(variación del potencial norlai) de las neuronas o células

nerviosas, debido a un caabio en 1a perneabilidad de la nenbrana

celular a los iones sodio y potasio, que alcanzan concentraciones
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distintas a las normales.

Cuando el impulso llega al final de un cordón nervioso,

sustancias neurotranslisoras (Acc o noradrenalina) cubren la

pequeña distancia (sinapsis) que separa esta terminal y el conienzo

de otro nervio o músculo efector, produciendo una continuidad del

estimulo o una acción según el caso.

El sistema somatico posee nervios aferentes, que recogen los

estilulos del medio, y eferentes, que devuelven una respuesta

elaborada a realizarse por un músculo voluntario. La primera via

no posee sinapsis y la segunda si, siendo éstas colinérgicas
(ACCcomoneurotranslisor).

El sistema autónomo, regula glándulas y Iúsculos

inuoluntarios a traves de fibras silpáticas o parasilpáticas,
que transportan órdenes opuestas. Las primeras, en general poseen

sinapsis colinérgica cerca del SNCy adrenérgica (noradrenalina

comoneurotransmisor) en el efector. En las fibras parasinpaticas

ambassinapsis son colinérgicas.

En insectos, el SNC es lucho las primitivo (3), está

compuesto de un "cerebro" menos conplejo o ganglio

supraesofágico y un sistena de ganglios ventrales. Cono en

naniferos, el SNCestá recubierto con una "vaina" protectora,

mientras que a diferencia de ellos el sistema periférico no posee

tal proteccion. La parte autónoma solo se compone de un sistema

simpático y las sinapsis entre cordones nerviosos no son

periféricas, están ubicadas dentro del SNC.La mayor diferencia

en el sistema sonatico, es que la union con el músculo



efector no es colinergica, el neurotransmisor es desconocido, se

ha sugerido la posibilidad de que algún aminoácido (un aspartato)

sea el que actúa cono tal (24). Por lo tanto, no hay sinapsis

colinergicas en el sistela nervioso periférico de los insectos

pero si las hay indudablemente en el SNC(24).

1-:-2- .Accion cua los carbamatos
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Focalizenos la atención en las sinapsis colinergicas (figura

3)(25), la llegada del impulso electrico, aparentemente produce en

la presinapsis un ingreso de calcio que lleva a la liberacion de

AcCpor exocitosis (26). La ACCliberada cruza la sinapsis y se

une a receptores postsinápticos. Existen receptores en el area

presináptica, presumiblemente actuando cono reguladores. Cuandoel

neurotransmisor se une al receptor, causa alteraciones por
interacciones directas o alostéricas, que finallente a través de
la actividad enzimática, generan o inhiben ilpulsos electricos.
Unade las alteraciones las ilportantes (25) seria aulentar la
actividad de la adenilato ciclasa, lo que aulenta la sintesis de

fosfato ciclico de adenosina (AHPc). El AHPcpuede degradarse por

una fosfodiesterasa o actuar sobre una proteinquinasa, cuya
actividad es dependiente de este nucleotido ciclico. Las enzimas

fosforiladas por la proteinquinasa alteran a su vez su actividad.

Por ejemplo la adenosintrifosfatasa (ATPasa)varia el transporte

de cationes (sodio y potasio) fenóleno importante en la



generación del ilpulso eléctrico, y que permite seguir

transmitiendo el estimulo a lo largo del nervio. En insectos
podria actuar otro nucleótido cíclico, el fosfato clclico de
guanosina (24).

Una vez transmitido el estimulo, es necesario elilinar

rapidamente el neurotransnisor, para evitar que la señal se

perpetúe. Esto se realiza a través de una enzila presente en las

membranas pre y postsinapticas (27), la AcCE, que hidroliza la ACC

liberando colina y ácido acético.

Es aqui donde actúan los carbanatos insecticidas, inhibiendo

la AcCE, lo que implica una acululación de AcC que lleva al

bloqueo sináptico. Esto se manifiesta, a nivel orgánico, con una

sucesión de sintomas: irritabilidad, estrenecinientos,
incoordinación, parálisis y muerte (28).

Mientras que la causa final de muerte es facil de determinar

en mamíferos, cono por ejemplo colapso respiratorio

cardiovascular, no es lo mismo en insectos, donde el sistema

respiratorio traqueal no es crucial para la vida y el bombeo del

corazón no es totalmente necesario. Aparentemente en insectos, la

muerte sobreviene por el efecto destructivo sobre la honeóstasis

causada por la liberación ¡últiple de hormonas. Se produciría un

desbalance iónico e hídrico que haria inconpatible la

composición de la henolinfa con la vida celular (26).
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be basa primarianente en el esquema propuesto para la

hidrólisis del sustrato natura; de ¿á ACCE’ ¡a Acc (figura 4a)

t L.)9).

Según se observa en la figura 4b existiría en la AcCE un

sitio anionico (o sitio Alfa) conpuesto por un ácido carboxilico

ionizado (glutalato o aspartato), rodeado de una zona hidrofobica

(sitio Beta). El primero seria el responsable de la atraccion de

la parte cargada de la ACC. Luego de la formación del complejo

enzima-sustrato (k,) actuaria el verdadero sitio activo, el
esteratico en el cual el hidroxilo de una serina, activado por un

nitrógeno histidinico, produciría un ataque nucleofilico sobre

el carbono carbonilico de la ACC, que liberaria colina y

produciria la enzila acetilada (k2). Un grupo acido débil,

probablemente un hidroxilo de una tirosina, cooperaria en la

reacción. El paso final es la hidrólisis, que libera acido
acético y la enzima regenerada (k1) (25).

La AcCEposee un sitio alostérico, pero no hay indicios sobre

union de pesticidas en este lugar (30).

Ha sido propuesto un sitio de unión de acetato de indofenilo

(sitio Gama)sobre la AcCE, al cual no se unen ni el sustrato

natural ni los pesticidas (30).
El sitio catalitico de la AcCEestaria rodeado de una zona

hidrofóbica, considerablemente ¡ás alplia en la enzina de

insectos que en la de laniferos, esta zona, seria responsable de

las interacciones necesarias para forlar el conplejo
enziIa-inhibidor con insecticidas (31).
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En la figura 5 puede observarse el mecanismo propuesto para

carbamatos (¿5). Estos se unen a la AcCE para dar un complejo

(k,), que puede disociarse a los productos originales (k_,)

descomponerse en una enzima carbamoilada y un grupo saliente

(k2). Este paso es cientos de veces mas lento que la

acetilacion correspondiente al reaccionar con AcC. Finalmente la

enzima, se regenera por hidrólisis (k3). La enziaa carbanoilada

es muchomás estable que la acetilada, con lo cual el tercer

paso se hace alrededor de un millon de veces mas lento que la

desacetilacion, razon por la cual, la enzima permanece incapaz

de cumplir su funcion por un tiempo considerable (3).

La usualmente denominadaconstante de afinidad (k.), definida

C {L’M U 2

nos indicaria la facilidad con que se disocia o no el complejo

reversible. A mayor afinidad, mayor sera la constante ksx, menor

k_¿ y menor k. (el equilibrio se desplaza hacza la derecha). La

velocidad de carbamoilacion esta dada por k2, a mayor k2 mas

rapida es la reaccion.
¿a potencia total de un inhibidor, está representada por las

dos constantes antes mencionadas, a través de la constante de

reacción bimolecular (k1): k2

k,= —-——
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Cuanto las grande sea k, mas rapida-ente se producirá la

inhibición. La velocidad de decarbanoilación está dada por k3 y

es muypequeña respecto de k, (constante de carbaloilación). A

menor k3 más estable será la enzima carbaloilada.

Otro parametro utilizado, además de k1, para determinar la

potencia de un inhibidor es 150, definida como la concentración

molar de inhibidor necesaria para reducir un 50% la velocidad de

hidrólisis de la Acc, o sea producir un 502 de inhibición de la

AcCE.

Estudios sobre la relación estructura-actividad con fenil

N-netilcarbanatos (32,33) mostraron que cuando las posiciones 2 y 3

del anillo son ocupadaspor sustituyentes lipofilicos, las uniones

hidrofóbicas eran mas importantes que si estas estuvieran en 4.

También las posiciones 2 y 3 se ven beneficiadas con un puente

hidrógeno (si hay en ellas un grupo aceptar con0' alcoxi, ciano,

nitro, etc.) que ayuda en la forlación del complejo.

Existen ademásefectos electrónicos, que influyen en la ruta

usada para fornar el conplejo reversible tetraédrico (figura 6).
Sustituyentes donores de electrones en 4, que ceden electrones

hacia el carbanato (haciendo más negativo el carbonilo), siguen la

ruta A, mientras los atractores (tomandoelectrones del carbonilo),

siguen la ruta B. En el caso de compuestos 2-sustituidos,

ilpedilentos estéricos los llevan a tomar la ruta B. Se considera

que los 3-sustituidos forman el conplejo reversible via ruta A.

Mientras que k, varia con la estructura del carbalato, k2 lo

hace en menor proporción, por lo cual, las layores diferencias



entre carbanatos se deberian a la estabilidad del conplejo
reversible.

1'..cï., líceiïeatacu.l.i;s¡w«9

I-d-1- Generalidades

Un insecticida, antes de llegar al sitio de acción, debe

cruzar varias barreras, una de ellas, es la capacidad de los

organismos vivos para transformarlo quinicanente hasta hacerlo

inocuo. Esta capacidad, se logra gracias a una serie de Iecanisnos,

que sin embargo en algunos casos, pueden producir la activacion

del xenobiótico y no su detoxicación, cono ocurre para algunos
insecticidas fosforados (34).

La detoxicacion, llevada a cabo en general por un complejo

grupo de enzimas relativamente no especificas, se divide en dos

fases (35). Durante la fase l, se introducen en la ¡olecula

modificaciones que llevan a grupos polares, aulentando la

solubilidad en agua y facilitando que el xenobiótico sea utilizado
cono sustrato en las reacciones involucradas en la fase II. En

esta última, los compuestos alterados o no, según el caso, se

conbinan con sustratos endógenos, dando productos de conjugación

hidrosolubles facilmente excretables.

En la fase I ocurren (35): diversas oxidaciones lediadas por

oxidasas de función mixta, oxidaciones no Iicrosouales, reacciones

de reducción, e hidrólisis.



Dentro de la fase II, aparecen reacciones de sintesis

denominadasconjugaciones con las que se facilita la excreción

(36), estas pueden ser de dos tipos:

Tipo I: el agente conjugante activado reacciona con un dado
sustrato.

Tipo II: el sustrato debe activarse antes de reaccionar con el

agente conjugante (solo la conjugación con alinoácidos encaja en

esta categoria).
Las reacciones son: conjugaciones con glucosa, acido

glucurónico, sulfatos, fosfatos, acilaciones, productos de la
acción de netiltransferasas y glutation S-transferasas.

Este amplio espectro de reacciones, se distribuye en forma

inhonogenea entre los distintos animales y plantas. Es imposible

generalizar un napa metabólico para un compuesto en distintas

especies, o para distintos compuestos en una nisna especie. Pueden

superponerse metabolitos pero usualmente no todos, y probablelente

nunca coincidan los porcentajes obtenidos cuando esta

superposición ocurre.

Las variaciones no solo son interespecies. En conejos se han
encontrado diferencias de las de veinte veces en la actividad de

ÜFHde higado para seis cepas diferentes (37).

También los factores externos comola alimentación, el nedio

ambiente, se ven reflejadas en la capacidad de detoxicación.

Animales de habitat terrestre, posen una mayor facilidad para

procesar xenobioticos a través de DFMque organismos acuaticos

(37). En el caso de insectos, hay una gran variación de los



niveles enzimáticos a lo largo del ciclo de vida, con la

repercusión consecuente en la susceptibilidad a insecticidas
(38,3?). Otro ejemplo destacable es la diferencia en la actividad

oxidante mediada por DFMen grillos, debido a la edad y al sexo
(40).

El hombre es a ¡enudo considerado con escasa habilidad para

detoxicar, en comparación con animales vertebrados de laboratorio.

La conparación entre los caninos metabólicos en ratas y

humanospara veintiuna drogas, llevo a concluir que la rata era un

buen modelo metabólico en cuatro casos, pobre lodelo en nueve y

estaba invalidada comolodelo por la gran diferencia en ocho casos
(41).

Esto lleva a tener muchacautela al extrapolar resultados de

anilales al hombre, sobre todo en el caso de ratas o ratones en los

que la actividad de OFHes mucho mayor que en hulanos.
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Los carbanatos la mayoria de los xenobioticos son

susceptibles "in vivo”, a una gran variedad de reacciones

catalizadas por enzimas, sin embargo, se detoxican principalmente

por hidrólisis, oxidación y conjugación (3).
Existe una enorme cantidad de trabajos publicados sobre

metabolismo de insecticidas en insectos y mamíferos, y un núlero

bastante menor en plantas y humanos. De ellos se concluye que

existe una superposición en los tipos de metabolitos producidos



para un dado insecticida en casos muy diversos, pero con

variaciones en la velocidad de formacion que hace diferente el

resultado cuantitativo final. Haydiferencias adelás, en el tipo
de conjugación empleada. Un panorama general de las distintas

posibilidades que pueden encontrarse, se observa en las figuras 7a,

b y c.

Utilizando los datos hasta ahora disponibles, pueden hac

las siguientes generalizaciones:
HETABÜLISHD DE CARBAHATOS EN PLANTAS:

Hay un predominio del metabolismo oxidativo, aunque existe algo

de hidrólisis, incluso de los metabolitos de oxidación. La

hidroxilacion es el principal canino empleadoa traves de las

ÜFH.

Tonelos colo ejemplo el carbaril (1 - naftil - N 

netilcarbanato), uno de los carbamatos las estudiados, se degrada

en plantas para dar 4-hidroxi, 5-hidroxi y 5,6 - dihidro
dihidroxi - 1 - naftil - N - metilcarbanato ademasde 1 - naftil 

N —hidroxinetil carbanato y l-naftol (figura 8) (42 a 48).

La recuperacion de los metabolitos hidroxilados libres es

baja, ya que la conjugación e incorporación a constituyentes de

las plantas es rápida (42). La layor parte de los productos de

conjugación son glucocidos (42,44,46,48).

A diferencia de namiferos e insectos, las plantas no eliminan

sus productos de conjugación y perlanecen allacenados por largo

tielpo, usualnente algunos metabolitos se incorporan al tejido de

la planta y no son extraibles por solventes acuosos u organicos
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(42,44,4ó,49,50).

Es importante recordar que estos resultados fueron obtenidos

con un numero limitado de plantas (habas, algodón, brócoli,

naranja), y no necesariamente representan un cuadro detallado para

todas las plantas.
HETABÜLISHÜ DE CARBAHATÜS EN INSECTOS:

En 1964 se determinó, invalidando suposiciones anteriores, que

el carbaril y el propoxur (2 - isopropoxifenil - N 

metilcarbanato) eran netabolizados en losca y en cucaracha

(americana), mayoritariamente a través de caminos no hidroliticos

(50). El mismonapa metabólico general fue encontrado en otros

estudios "in vivo” con moscas, gorgojo del algodón, gusano del

maiz, gorgojo del arroz, abeja de la alfalfa y orugas de ciertos

árboles (42,51 a 55). En la figura 8, vemos cono ejemplo el

metabolismo del carbaril en insectos. Se observa un predominio de

la acción de ÜFH,dando metabolitos hidroxilados cono 4 - hidroxi,

5 - hidroxi y 5,6 - dihidro , dihidroxi - 1 - naftil - N 

metilcarbanato y I - naftil - N - hidroxinetil carbanato.
Los metabolitos identificados como productos de hidrólisis,

rara vez exceden el IÜZ de la dosis aplicada, y en algunos casos la
hidrolisis del éster carbánico es virtuallente inexistente. Una

posible excepcion a este metabolismo no hidrolitico, aparece en

cucaracha (germanica) al actuar sobre carbaril (56).

La presencia de inhibidores endógenos de ÜFH en honogenatos

totales de moscas, llevo al empleo de abdomenes de mosca o

dializados de homogenatototal para obtener una buena actividad
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enzimática (57,58).

En especies de insectos resistentes y en otras tolerantes a

insecticidas, debido a la acción metabólica aumentada, ésta es

mediada la mayoria de las veces por OFH(3,54,59 a 61).

En el caso de insectos, los metabolitos son conjugados formando

glucocidos, sulfatos y fosfatos (54,62 a 64).

HETABOLISHO DE CARBAHATÜS EN VERTEBRADOS

Son rapidamente metabolizados y excretados. Un 802 de la dosis

es eliminada en orina y 0,5 a 152 en heces, 24 horas después del

tratamiento (65).

Aunque la hidrólisis no es el único camino involucrado en el

metabolismo de carbamatos en vertebrados, es el mecanismo

predominante para algunos compuestos y debe ser considerado una

via importante en todos los casos (47,65,óó). Por ejemplo, los

metabolitos encontrados en orina de aves de corral y orina de

ganado tratados oralmente con carbamatos, indican la presencia de

productos de hidrólisis en alto porcentaje (67,68). Una

excepcion, parece ser el metabolismo del carbaril en monos y

cerdos (69), en los que la hidrólisis es mucho menos importante.

Esterasas de cerebro de ratón, actúan hidrolizando carbanatos

(70), en cerebro humano se observa el mismo fenómeno (3). En

plasma humano (14) y de conejo (3), se ha demostrado la importancia

de la albúmina en la hidrólisis de varios carbanatos.

Pasando al metabolismo oxidativo, luego de identificar los

productos obtenidos por accion de las ÜFHde microsomas de higado

de rata (50), se encontraron mapas metabólicos similares al



exponer a carbaril higado de cobayo (71), raton y conejo (72).

Cualitativamente los productos de la accion de OFH sobre

carbanatos, son similares a los observados en plantas e insectos,

con algunas excepciones. Esto se ve ejemplificado con el carbaril

en la figura B y con diversos carbanatos en la literatura (63,73 
77).

Hientras que la hidrólisis de los ésteres carbálicos, es una

evidente reacción de detoxicacion, el netabolisno oxidativo de

carbanatos puede producir compuestos menos, igualmente o las

tóxicos que los originales (65).

En cuanto a la conjugación, los carbanatos o sus metabolitos

hidroliticos u oxidativos, son conjugados en vertebrados a

glucuronidos o sulfatos (65,67,ó9,71,72,73,78,79).

Solo pequeñas cantidades de la dosis oral consulida de

carbanatos o sus metabolitos (0,1 a 12), son excretados en la

leche de animales de tanbo, durante 24 horas. La alimentación

continua con carbanatos, no ilplica un creciliento continuo de
residuos en la leche (65).

Apuntando especificamente al ¡etabolisno de carbanatos en

hulanos, la importanCia de la hidrólisis sobre la oxidación,

parece ser mayor aun. Asi, mientras algunos autores indican que

un 302 del propoxur ingerido es hidrolizado (3), otros sostienen

que eI metabolismo hidrolitico supera con creces al oxidativo
(80):

holbre (aprox. 1002) > ratas y otros mamíferos (20-402) )

insectos (l-2ÜZ) ) plantas (aprox. OZ)



(entre paréntesis se indica el metabolismo hidrolitico respecto

ai oxidativo, para propoxur).
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Definiremos sinergistas a las sustancias capaces de

aumentar la eficacia de un toxico como tal, cuando actuan
Il Ilsimultaneamente, mientras que per se y a la concentracion

empleada, no son tóxicas o lo son levemente.

La mayoria de las interacciones de sinergistas involucran la
inhibición de sistemas enzimáticos netabolizantes de

xenobióticos. De esta manera, al bloquear las enzimas que

detoxican insecticidas, es posible utilizarlos en menor cantidad

para lograr el efecto deseado sobre los insectos. Esto redunda en

un menor costo en el control de pestes y una reduccion de 1a

contaminacion ambiental.

Un sinergista a menudoamplia e} espectro de acción de los

insecticidas a especies tolerantes y cepas resistentes de insectos
(81-86). Puede prevenirse ademas, el desarrollo de resistencia a

insecticidas si su aplicaczon es simultánea con la de

sinergistas, aun durante varias generaciones (87,88).
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Los resultados obtenidos en los estudios letabólicos, nos

sugieren posibles sitios de acción para sinergistas, en lugares

en los que la inhibición de enzimas degradativas seria útil.

Existen distintos blancos para la acción de los sinergistas, entre

ellos pademos nombrar:

Dehidrociorinasa:

sobre esta enzima actúa por ejemplo el

clorfenetol (1 , 1 bis (4-ciorofenil) etanol) (89).
Esterasas:

son inhibidas por DEF (S , S , S 

tributilfosfotioato), TÜCP(tri - o - cresilfosfato), DFP (di 
isoprupilfosfofluorato), EPPAT (0 - etil - S 

fenilfosfoamidotioiato), TFP(i , 1 , 1 - trifiuorotetradecan - 2 

una), Curacrum (0 - etil - 0 - 1 - cloro - 4 - broaofenil - S 

prapiifosfotiolatü) (90).
Carboxiesterasas:

actúan sobre eilas inhibiendolas (90) ei TPP

(trifenilfosfato); IEP (0 , 0- diisopropil — S — bencil

fosfotioiato); EPN (0 - etiI - O - p - nitrofenil
fenilfosfonotionato).

¿ggxido hidrolasa:

un ejelplo de inhibidor (90) es el ETP f 1

1 , 1 - tricloropropanü - 2,3 - epóxido).
Giutatión-S-transferasas:

un sinergista que actúa sobre este tipo
de enzimas es el DEH(maieato de dietiio) (90).



los resultados obtenidos "in vivo” e "in vitro” al trabajar

con insectos, nos muestran cono mayoritaria la participacion de
este sistema enzimática en la detoxicacion de insecticidas

carbanatos. Dentro de los inhibidores de OFM existen varias

familias:

- Organotiocianatos:

el compuesto con el que se demostro la

posibilidad de sinergisno por estructuras de este tipo fue el
thanite (91,92) (figura 9 I). Estudios posteriores llevaron a

cambios en la molécula, siendo muy promisorio el 4-nitrobencil

tiocianato (93) (figura 9 II).
- Propinileteres:

también llamados propargilfenil éteres o

propargiloxi bencenos. Conforlan un grupo bastante nuevo de

sinergistas. patentados en 1966 (3) y con muy buena actividad

(94-96). Entre ellos tenemosal l-naftil - 3 - butinil éter y al

ROS-2557 (figura 9 III y IV).

- Ariloxialquilaninas:

durante años se utilizaron el SKF 525 y

el Lilly 18947 (figura 9 V y VI) para prevenir el netabolisno "in

vivo” de drogas. No fue entonces sorprendente, encontrar que

actuaban como sinergistas de carbalatos en insectos (92,97).

Posteriormente se realizaron diversos estudios con compuestos de

estructura similar, que también fueron efectivos como sinergistas
(98-100).
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- Benzotiadiazoles e imidazoles:

ademas del benzotiadiazol

(figura 9 VII), un grupo de moléculas relacionadas son efectivas

como sinergistas (101). Los imidazoles, fueron descubiertos

reczentemente (102), como potentes inhibidores de OFHde insectos y

maniferos. Estructuras comola del 1-(2,3-dimetilfenii) imidazol

(figura 9 VIII) son muyactivas, probablemente esta alta actiVJdad

en mamíferos impida su explotacion comercial.

- Compuestos que posen el grupo metilendioxi:

son los mas

importantes sinergistas desde todo punto de vista, por su historia,

uso corriente y numero de compuestos activos. Este grupo sera
desarrollado con mas detalie en el ¿ten II.c.

- fliscelaneos:

existen otros compuestos, comoalgunos carbamatos

no insecticidas, que sinergizan por competir por el sitio de

accion de las ÜFN(85,103), como ei feniI N,N-dibuti1 carbamato

(figura 9 1X). Una molécula utilizada comercialmente para aumentar

la actividad insecticzda de carbanatos es el octaclorodipropil

éter (figura 9 X)(82,104). También algunos ácidos borónicos

alquilicos y arilicos actúan sinergizando carbanatos (103).
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El sesamin (figura 9 XI) fue el primero de los colpuestos del

grupo en ser aislado e identificado en 1942 (105,106), cono uno de

los ingredientes activos del aceite de sésalo, un sinergista

patentado para ser usado con piretrinas insecticidas. Huchos otros

compuestos naturales y sintéticos (figura 9 XII a XXIV),

aparecieron posteriormente, pero los las usados comercialmente son

el butóxido de piperonilo, sulfóxido, propil isone y tropital

(38). Algunos compuestos nas han tenido un aenor suceso comercial

1107).

Los primeros indicios de aumento en la toxicidad de carbanatos

por HDFcompuestos, aparecieron en 1958. Isolan, carbaril y otros

carbamatos fueron sinergizados por cotrataliento con sesamex,

butóxido de piperonilo, sulfoxido o propil isona en moscas,

cucaracha geruánica y algunos áfidos (3).

En los años siguientes, varios estudios establecieron la

efectividad del sinergisno con metil y dimetilcarbanatos, de una

variedad de MDFcompuestos sobre especies tolerantes y resistentes

a la accion de insecticidas organoclorados y organofosforados

(88,104,108 a 110). En trabajos posteriores, se observo que a

traves de MDFsinergistas se restauraba la toxicidad de carbanatos

sobre cepas de insectos carbamato-resistentes (30,82,83,87,97,111).
Esto llevo a una reevaluacion de la toxicidad de carbalatos

en moscas, a traves del uso de sinergistas. Los resultados

muestran una mayor uniformidad en la toxicidad de distintos

carbanatos, respecto de las grandes variaciones entre los valores

sin sinergizar (112). La diferencia en la toxicidad observada, es



atribuible a variaciones en la penetración a través de la

cuticula, metabolisno, excreción, etc. (113,114). Con HDF

sinergistas también pueden eliminarse las notables diferencias de

toxicidad entre insectos de la nisna cepa pero de distinta edad,

sexo o estadio de desarrollo, debido a la inhibición del sistema

de DFM (115).

Usualmentecuanto layor es la relación sinergista/carbamato,

mas eficaz es la combinación (62,91,93,113). El entusiasmo por

el uso de estos sinergistas con carbamatos se debe parcialmente a

la baja relacion sinergista-carbanato que es efectiva

(94,116,117). Obviamente, la combinacion sinergista-carbanato, no

deberia ser mas tóxica para las especies no blanco que el

carbanato solo. Afortunadamente hay varios factores que llevan a

que esto ocurra, particularmente en Ianiferos. El primero de ellos

es el metabolis o de los carbamatos insecticidas, el cual se lleva

a cabo en animales superiores prinariamente via hidrólisis

(47,55,óó). Este metabolismo detoxicante, no es afectado por los

MDFsinergistas. En segundo lugar el sistema de OFH de insectos

parece ser muchomas sensible a la inhibición que su equivalente

en mamiferos (38,118 a 120). Por último, los namiferos poseen

una mayor capacidad para metabolizar sinergistas, por lo cual

persisten por cortos periodos de tiempo "in vivo” (38,119,121 a

Los HDFsinergistas también son detoxicados a traves de OFH.

Ademasde los productos de oxidación de las cadenas unidas al

anillo aromático, se produce la ruptura de la union del netileno



a los oxigenos, dando una variedad de alcoholes, catecoles y

acidos carboxilicos (figura 10) (38,123,124).
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El sistema de OFHu oxidasas microsomales, es llamado asi por

su ubicacion en la fraccion microsomai de los homogenatos

celulares. Has especificamente, ei reticulo endoplasnático liso

es el que usualmente se asocia con 1a deactivacion y eliminacion

de xenobioticos en animales. El sistema necesita como sustratos,

ademas de ia sustancia a detoxificar, NADPHy oxigeno molecular.

Comprendedos hemoproteinas, ei citocromo bs y el citocromo P-450

y a1 menos dos flauoproteinas (3).

Aunque el mecanismo por el cual actuan el citocromo P-450 y

otras enzimas del sistema de ÜFH, no está completamente

dilucidado, se conocen muchas de sus caracteristicas (figura

11)(125). El primer paso en el proceso de oxidación es Ia

combinacion del sustrato con la forma oxidada del citocromo P-450,

para formar un complejo citocromo P-4SÚ-sustrato. Este es reducido

por un equivalente de reduccion derivado de un NADPH,a traves de

una flavoproteina reductasa. Se desconoce si otro componente forma

parte de ia cadena de electrones hacia e) citocro o P-450 en este

Sltlu. La rurma reducida del complejo, puede reaccionar con C0 para

formar otro complejo, con un pico caracteristico en ei espectro

diferencial a alrededor de 450 nm (que le da el nombre ai
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citocromo), en presencia de oxigeno molecular forma un

intermediario oxigenado. Un segundo paso de reducción ocurre

probablemente a traves del citocrono bs. En este caso el electrón

¡puede provenir de un NADPHo un NADH. Luego, Via una reaccion de

dismutacion no totalmente comprendida, se libera el producto

oxidado, agua, y la forma oxidada del citocromo P-450.

los NDFsinergistas interfieren con el metabolismo oxidativo de

insecticidas, formando un complejo con el citocromo F-4SÚ, que

puede ser reconocido por sus caracteristicas espectrales {126).

Esto es apoyado por una gran cantidad de evidencias, que

correlacionan la formacion de un tipo de complejo particular con

la inhibición de la oxidación nicrosomal. Para algunos compuestos

sin embargo, la correlación no es absoluta (125,127), aunque

estan comenzandoa ser explicadas algunas anomalías espectrales

4128). En general, se acepta que el complejo se forla por

interacción del metileno de los MDFsinergistas con el citocromo

P-450. La naturaleza exacta de las reacciones no se conoce, pero se

postula ¿a formacion de un carbeno a través de NADPHy oxigeno

por pérdida de agua (figura 12). El carbeno reaccionaria con el

hierro del grupo hemo, involucrando uniones pi, asi cono un enlace

sigma datiuo, formado por el par de electrones libres (129). La

formacion de este complejo bloquea la unión del CD (y

presumiblemente dEl OXIgeno) e inhibe el metabolismo de

xenobióticos.

Los sustituyentes unidos al grupo fenilo, también influyen en

la actividad sinergista, ya que pueden afectar la penetración
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cuticuiar, ei transporte al sitio de acción y la union ai mismo

(103,130).

g 1’- ci.. ¡441't1u:s.írvear"671issnnc2

Unamanera interesante de utilizar 1a actividad sinergista

asociada a ciertos grupos, es incorporarlos directamente a 1a
estructura de la molécula de insecticida. El exito de esta

combinacion radica en que el grupo sinergóforo, no interfiera con

la accion del grupo toxoforo, siendo probablemente esta la

razón por la cual ios autosinergistas no han tenido un gran suceso

en muchos casos.

De todas formas, ha sido preparada una serie de compuestos

autosinergistas de diversos tipos. Entre ellos hay niméticos de

hormonas, que actuan como sus propios sinergistas e impiden

ademas la oxidación de ias hormonas propias de los insectos. Las

estructuras son muyvariadas, cono por ejenpio éteres terpenoides

(131) y O-Z-propinil fosfonatos (131) (figura 13 a y b), también

se han incorporado grupos MDFa insecticidas piretroides, tanto en

la mitad correspondiente a1 ácido como en Ia del alcohol, con

distinto grado de éxito (38,133) (figura 13 c y d). En el caso de

los carbanatos, la incorporacion de grupos tiocianato (103) o

tiadiazol (40) no dio resultados positivos en Io que respecta a

autosinergismo. La colbinación con grupos propiniio fue efectiva

en 2- y 3-(2-propiniloxi)feni1 N-metil carbanato (97) (figura 13a).

Asimismo el 3,4-meti1endioxifenil N-netilcarbanato (HDC),



demostro tener capacidad autosinergista (17,97,112,134) (figura 13

f). Este compuesto, a pesar de no tener muy buena actividad

anticolinesterasica, es tóxico en moscas y no es sinergizado por

BP (lo que sugiere que actúa como su propio sinergista). Los

N-metilcarbanatos de fenilcetoximas tuvieron cierto grado de

autosinergisno al incorporarles el grupo MDF(135).

La molécula de insecticida autosinergista, tiene la ventaja de

transportar al mismotiempo y lugar al sinergáforo y al toxóforo,

lo cual es ideal para su acción conjunta. No menos importante es

la posibilidad de disminuir a la mitad al menos, el número de

moleculas bioactivas liberadas al medio ambiente.

1'1'1'- (ZIQFQEÉIQPW/Q?'C?EïI?EÉJQ.Il/JQZ?C?EÏ
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La derivatizacion es una parte significativa de la

optimizacion de la relación entre la estructura y la actividad

biológica de una dada sustancia. La derivatización sin embargo,

se caracteriza por ser diferente de otras modificaciones

estructurales de moleculas biologicamente activas. El derivado

esta diseñado para que su ruptura libere el compuesto original. De

esta manera, diferentes derivados ejercen su bioaccion del mismo

modoque la estructura de origen. Los derivados de pesticidas,

pueden poseer enormes ventajas sobre el producto de partida en

areas tan importantes como: toxicidad selectiva, translocación en



plantas, estabilidad foliar y limitación de Ia fitotoxicidad.
Recien en la última década, una serie de derivados de

carbamatos han llegado a un estado de desarrollo ya proximo o en

1a etapa de comercialización. Entre ellos tenelos ei tiodicarb

iaruin (de Union Carbide, USA), el oncol (de Otsuka, Japón), el

carbosuifan (de FMC, USA), el U-46.855 (de Upjhon, USA) y e)

CGAM73.120(de Ciba-Geigy, Suiza) (figura 14). Estos derivados son

superiores a los carbanatos de ios cuales provienen, en algunas

caracteristicas de su accion en campo, y son sin excepción, menos

toxicos en mamíferos (136).

Desde el punto de vista quinico, los carbanatos tienen

propiedades muyfavorables. Son generalnente cristalinos, obtenidos

relativamente libres de contaninantes,inodoros y bastante estabies

en el medio ambiente, aunque biodegradables. El punto débil es su

alta toxicidad aguda en maniferos, en muchoscasos similar a la

toxzcidad aguda en insectos (197).

La sintesis de proinsecticidas, inertes en virtud de su

estructura, pero que alterados quimica o biologicalente liberan ei
carbamato original, lleva a una tox1cidad selectiva. La acción
toxica selectiva de estos derivados es atribuida a (137):

a) Un factor de demora provisto por ei grupo funcional incorporado.

b) Diferencias en el camino metabólico entre insectos y

mamíferos.

c) Diferencias en ias propiedades fisicas de los derivados.

Estos factores, independientemente y muchas veces en forma

simultanea, operan reduciendo ia concentracion del insecticida
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original liberada en mamiferos y permitiendo su acumulación en

insectos. La utilidad del "factor de demora” ya ha sido propuesta

anteriormente para insecticidas fosforados (138). En estos

compuestos el lapso necesario para la activacion, permite al

eficiente sistema metabólico de los mamíferos degradar la

molécula, disminuyendo la bioacunulacion del o los netabolito
toxicos. La toxicocinética es sustancialmente distinta en

insectos. Un sistema detoxicante nucho menoseficiente conduce a la

intoxicación con dosis notablemente menores.

¿a aplicacion a los carbamatos del concepto de proinsecticida,
se basa en (13?):

a) ¿a introducción de un grupo quimico en su estructura, que

reduce la disminucion del poder anticolinesterasico.

b) La liberacion, a partir de la estructura modificada, del

insecticida por via quimica, endógena o enzimática, a una

velocidad significativa en insectos. De esta manera, el factor de

demoraproporcionaria una reduccion de la actividad intrínseca,

resultando en una amplia oportunidad de detoxicación en

namiferos, y una mucho menor en insectos.

El reemplazo del átomo de hidrógeno unido al nitrogeno

carbamico, ha dado los resultados esperados,lograndose con

diversos grupos funcionales un factor de demora para carbamatos.

Los grupos utilizados en Ia derivatización son diversos, entre
ellos tenemos:

Carbamatos N-acilados:

es el primer grupo de derivados en los



que se encontro selectividad entre insectos y mamíferos (140)

(figura 15 a). Se demostro que el tóxico presente era el

carbamatosin deriuatizar, originado a partir del N-acil derivado

(¡41). Inmediatamente después, se realizaron algunos estudios

cambiando el hidrógeno del nitrógeno carbánico por otros átomos

N-fosforotioil carbamatos:
el diseño de estos derivados

incluyo también el probable factor de demora introducido por el

grupo fosforado (figura 15 b). Los resultados fueron los esperados

en la mayoria de los casos (143).

N-aril y N-alguilsulfenil carbamatos:

también poseen un perfil

favorable de toxicidad (143,144) (figura 15 c). En este grupo

aparecen varios compuestos elevadamente tóxicos sobre larvas de

mosquito (145).

Dialguilaminosulfenil carbanatos:
algunos de estos compuestos

poseen ademas de selectividad, mayor vida residual foliar (146)

(figura 15 c).
Esteres de aminosulfenil carbamatos con aminoácidos:

uno de los compuestos de este grupo ya está en

vias de comercializacion (147) (figura 15 d).
Sulfenil dicarbanatos:

se sintetizaron en gran número, en

algunos casos mejorando notablelente su selectividad (148-151)
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(figura 15 e).
Aicoxisuifenii dicarbanatos:

fueron obtenidos durante estudios

de reactividad de alquilaninosulfenil carbanatos. Posteriormente

fueron sintetizados y caracterizados como insecticidas (152)

(figura 15 f).
Suifonamidoariltio y aiquiltiosuifenii carbalatos:

fueron patentados comoselectivos (153) (figura 15

Fosforamidosuifenii carbanatos:

en este grupo se encuentran ios

derivados de mayorselectividad sintetizados a partir de carbanatos

(154,155) (figura 15 j).
AriIsulfonil carbanatos:

presentaron pobre actividad

insecticida y baja toxicidad en mamiferos (156) (figura 15 k).
Sulfinil carbanatos:

se ha sintetizado una amplia gama, con

estructuras similares a los suifenil derivados ya mencionados. En

muchos casos 1a selectividad es mayor que para éstos últimos

(157) (figura 15 1).
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Aunquevarios trabajos indican la acumulación de carbamatos

tóxicos en insectos envenenados con carbanatos deriuatizados

(159-162), permanece poco claro si esta liberación ocurre por una

reaccion de naturaleza puramente quimica o enzimática.

La mayoria de los carbamatos deriuatizados son susceptibles a

la ruptura en medio acido (139,163). También ha sido reportada la

ruptura enzimática del enlace N-S (164). Sin embargo, se observo

un proceso de activacion no enzimático, a través de una ruptura

tiolitica del enlace N-S, para varios sulfenil carbanatos (165).

Fracciones subcelulares de higado de raton, enzimas microsomales

desnaturalizadas por el calor, sangre de ratón, proteinas

comerciales y homogenatos de mosca, rapidamente afectan la unión

N-S. El efecto inhibitorio de la reaccion por compuestos tales

comola N-etilmaleimida y p-cloronercuribenzoato (inhibidores de

sulfhzdrilos), sugieren que los grupos tiol de los tejidos

biológicos, estan involucrados en la acción tiolitica.
Resultados cinéticos y analisis de los productos de la tiolisis

también sugieren esta conclusion. El mecanismopropuesto para la

activacion de sulfenilcarbamatos es el siguiente:
R0-C(Ü)-NtCH;)-SR, + HSR, ---> R0-C(O)-N(CH3)-H + R,SSR9

A pesar de la forma aparentemente inespecifica de activarse de

los sulfenilcarbamatos, la aparición del carbamato de origen en

ratones y ratas a los que se administró oralnente un

proinsecticida, es mucho menor que en insectos, lograndose la

deseada selectividad (ISP-161,166). Estudios de las alteraciones de

sulfenilcarbamatos producidas en medio acido (163,167) y en



estomago de rata (168), indican la conversion de éstos en

polisulfuros menos tóxicos aún que el derivado. ¿a baja actividad

en mamíferos puede ser atribuida en parte a este hecho. Estos

factores de demora, permitirían el ataque metabólico al resto de

la molécula de carbamato según los mecanismos normales para los

mismos.

En plantas, se ha demostrado, en algunos casos, la liberacion

del insecticida de origen luego de aplicar proinsecticida (169). En
otros casos este fenomeno no fue observado (170).

En estudios de degradación de sulfenilcarbamatos en suelo

tambien se demostro la liberacion del carbamato de partida
(171-173).

11¿-c- Ventaias introducidas

El complejo interjuego de varios factores que afectan la

toxicidad selectiva de derivados de insecticidas, se ilustra en la

figura 16 (136). Este diagrama, es una representacion parcial de

las barreras y pasos limitantes bioquímicos y fisiológicos, para
1a intoxicación de un insecto por un proinsecticida aplicado

externamente. En la mayoria de los casos, la toxicidad de un

proinsecticida depende de la compleja interacción de los procesos

de penetracion, activacion, detoxicación, y excreción del

derivado y del insecticida de origen.

Variaciones en el grupo utilizado para la derivatizacion,

introducen distintas particularidades a un dado derivado, lo cual,
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manejado adecuadamente, puede volcar a nuestro favor uno o varios

de los procesos que van desde la penetración a la intoxzcacion.

Veamosalgunos ejemplos:

El É-metil 4 - terbutilbencenosulfenil derivado del

propoxur, es tóxico para moscas pero poco toxico para abejas

(174), esta excepcional selectividad se debe, aparentemente, a la

reducida penetracion del proinsecticida a través de la cuticula
de abeja {175).

Las propiedades lipofilicas de los derivados se vuelven muy
importantes en algunos casos. En larvas de mosquitos, cuya

cuticula es muycerosa, la cantidad de sulfenilcarbalato absorbida

desde el agua, aumenta al crecer la cadena de carbonos presente. Al

mismo tiempo, el aumento de carbonos en cadenas lineales disminuye

la toxicidad en maniferos (150). En el mismotrabajo se llega a

correlacionar la toxicidad en larvas de mosquito, medida por la

CLso, con el log P, siendo P el coeficiente de particion

octanolzagua, un parámetro muyutilizado en la medicion de la
hidrofobicidad.

Tambienex1ste el caso opuesto, el de los sulfenilcarbamatos

derivados de azúcares, en los cuales se aumenta la polaridad para

mejorar su actividad sistémica en plantas (176).

Ademasde la lipofobicidad de derivados, también existen

otras mejoras, comopuede ser el aulento de la vida residual foliar

(144), la disminución de la fitotoxicidad (155), sin dejar de lado

la selectividad entre insectos y mamíferos. En algunos casos la

DLso de derivados en maniferos supera los 8000 ng/kg (155).
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Eriste en nuestros dias, una necesidad ecológica creciente de

contar con nuevos insecticidas, cada vez mas activos y selectivos

(177,178).

Hasta la actualidad, el mecanismo de desarrollo de nuevas

moleculas para el control de plagas, por colpañias privadas,

arranca de la sintesis al azar de estructuras para las cuales se

presumeactividad insecticida (178).

Este trabajo, pretende encarar una modalidad distinta en el

desarrollo de moleculas insecticidas, a través del disefio

molecular. Este tipo de estudios, hasta ahora reservados a los

laboratorios de investigacion, parte de conocimientos previos del

comportamiento en medios biológicos de determinados grupos

uniones quimicas. Esto permitiria predecir la bioactividad de

nuevas moleculas que los contengan.

En este caso, el punto de partida fue una serie de trabajos

realizados en la Universidad de California, Estados Unidos, acerca

de la sulfenilacion de N-netilcarbanatos insecticidas, como

método para aumentar la selectividad de dichos compuestos. A este

concepto se incorporó la posibilidad de incluir un grupo

sinergóforo, el metilendioxifenil, potencial generador de
autosinergismo. En base a tales premisas, se planeó sintetizar una

serie de sulfenildicarbamatos derivados del 3,4-metilendioxifenil
N-metilcarbamato. ¿a estructura general de los derivados puede

observarse en la figura 17. Se planteo como hipótesis que estos
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compuestos poseerian buena actividad insecticida, selectividad y

capacidad autosinergista.

El presente estudio consiste en la sintesis de estos nuevos

sulfenildicarbamatos y 1a caracterización de sus propiedades

toxicológicas, principalmente su selectividad y su actividad
autosinergista.
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Todas las drogas utilizadas fueron de grado analítico marca

Aldrich (USA) o Herck (Alemania Occidental), salu0 que se

especifique lo contrario. Los solventes (Nerck, Alemania

Occidental), fueron deshidratados con tamiz molecular de 4 A

tAldriCh, USA) antes de ser utilizados. Los solventes para

cromatografia liquida de alta resolución (Baker, USA) fueron

degaseados por filtración al vacio, a través de vidrio

sinterizado y aplicando ultrasonido.
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Comomateria prima de los SDAse utilizaron ocho carbamatos,

cuatro aromáticos y cuatro alifáticos. Dos de los carbamatos

aromáticos, carbaril (l - naftil - N - metilcarbamato) y

propoxur (2 - isopropoxifenil - N - metilcarbanato), de grado

tecnico. fueron donados por Union Carbide y Bayer

respectivamente. Ambosfueron recristalizados de etanol-agua. El

res'o de los carbamatos fueron sintetizados. El metodo general

de preparacion empleado (17) (figura 2A) se desarrolla en el

siguiente ejemplo:
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R'ÜC(0)N(CH2)H

k RÜC(0)N(CH3)-S-N(CH3)C(Ü)0R'

piridina

Unejemplo que ilustra la técnica empleada es el siguiente:

A 0,4 ml (0,65 g, 0,0063 moles) de dicloruro de azufre {8612)

(exeso del SZ), disueltos en 0,5 nl de cloruro de metileno, se

agregaron lentamente 0,99 g de tsunacide (0,006 moles) y 0,51 ml

(0,50 g, 0,0063 moles) de piridina (en exeso 52), disueltos en la

minima cantidad posible de cloruro de netileno. La mezcla de

reaccion fue mantenida desde el conienzo a 000 con agitación

constante y bajo corriente de nitrógeno secada con silicagel. Se

dejo reaccionar durante 15 minutos, observándose la aparicion

de un precipitado de clorhidrato de piridina, indice de la
formacion de clorosulfenilcarbanato. A la mezcla de reaccion

cruda se le agregaron 1,17 g (0,006 moles) de

3,4-metilendioxifenil - N - metilcarbanato) y 0,5 ml (0,5 g,

0,0063 moles) de piridina (en exeso 5%), disueltos en la minima

cantidad posible de cloruro de ¡etileno. Se dejó reaccionar 16

horas con agitacion a 0”-5“C en recipiente cerrado con

atmosfera de nitrógeno, llegandose asi al sulfenildicarbamato

crudo. Luego de sucesivas purificaciones (ver punto III de

Materiales y Metodos) se obtuvieron 0,42 g del

sulfenildicarbanato puro (182 de rendimiento con respecto al

carbamato de partida).

Con esta metodologia se sintetizaron los siguientes



derivados de} HDC:

_¿_: 3,4 - metiiendioxjfenil - N - (2 —isopropoxjfenjl - N —

metilcarbamoil sulfenil) - N - metilcarbamato.

¿¿_: 3,4 - metilendtoxifenií - N - (1 - naftii - N 
metilcarbamoil sulfenil) - N - metilcarbanato.

¿¿¿_ 3,4 metilendioxifenil (3 - metiifenil - N 
metxlcarbamoil sulfenil) - N - metilcarbanato.

1V : 3,4 metilendioxifenil - N - (n — butil - N 

metzlcarbamozl sulfenil) - N - uetilcarbanato.

_K__: 3,4 - metilendioxifenil - N - (n - octil - N 

met11carbanozl sujfenil) - N - netilcarbamato.

VI: 3,4 — ¡etilendioxifenil - N - (n - dodecil - N 
metilcarbamojl sulfenil) - N - netilcarbanato.

V11 : 3,4 w metiiendioxifenil - N - (n - hexadecil - N 

metzlcarbamoil sulfenzl) - N - netilcarbamato.

2'2‘1'- F3¿If?;IFT.I(Z/4(3.I¿9ff ¿?Eï Eï¿?lq

El procedimiento descripto a contznuacion fue similar en
todos los casos.

El producto crudo de la reacción fue fiitrado a traves de

Na9504 anhidro (desecado 4 horas a IÜSÜC), eliminando asi 91

clorhidrato de piridina precipitado. Luego de euaporado el
soivente a 4Ü"C Y Presión reducida en un evaporador ¡arca

Nheaton Heidolph, modelo vu nikro Heigbad, se realizó una
urjfica:" ' ' ' ' ' ' 'p nzon prelzmlnar por cromatografía en columna a preszon



atmosférica, utilizando silicagel para cromatografía en columna

Kieselgel 60 de 0,040-0,063 mm,Merck, como adsorbente y diversos

solventes de elucion según el derivado. Se emplearon:

Tolueno:eter etílico:hexano (90:10:5) (compuesto I, Rf:

0,31).

Hexano:acetona:cloroformo (60:20:5) (compuesto II, Rf: 0,42).

—Hexano:eter etilico:cloroformo (10:3:8) (compuesto III, Rf:

0,38).
Iolueuo:eter etilico ¿9:1) (compuesto IV, Rf: 0,43).

—Hexano:eter etilico:cloroforno (15:4:7) (compuestos V, VI y

VII, Ry: 0,43, 0,46 y 0,48 respectivamente).

Luego, se realizaron en cada caso dos purificaciones por

cromatografia en columna a presion levemente superior a la

atmosférica, utilizando silicagel para cromatografía

preparatiua en placa delgada Kieselgel 60 HF954 Herck COIO

adsorvente y los mismos solventes que en las purificaciones

preliminares, salvo para el compuesto ll con el que se uso

hexano:eter etilico:cloroformo (10:3:8) (R7:Ü,35). En el caso

de los compuestos V y V1, para obtener un optilo grado de

pureza, debieron además purificarse por cromatografía en placa

delgada de fase invertida, Hhatman KC¡BF 0,2 nl, utilizando como

solvente acetonitrilo:agua (80:20) (R, 0,61 para el conpuesto V y

R120,59 para el compuesto VI). Las purificaciones por

cromatografía en coluana fueron controladas por cromatografía

en placa delgada, utilizando 0.6. Plastikfolien Kiesegel 60 F354,

0,2 mm Merck.



Z'V'.. CZAQFE}QC27'EÉJQJI¿ZIQCÏJI¿JJ4

Los puntos de fusion fueron tomados en un fusionetro ¡SV

modelo 7911.

Las determinaciones de analisis elemental fueron realizadas

en la Unidad de Microanalisis y Metodos Fisicos en Quimica

Orgánica (UHIHFOR, CONICET-FCEyN-UBA).

Los espectros de RMN‘H fueron obtenidos en un espectrónetro

marca Varian Hodelo EH-JóOL, 60 Hz, utilizando cloroformo

deuterado como solvente y tetranetilsilano como referencia
interna.

Los espectros de masa fueron obtenidos por inserción directa

en un espectrometro de masa marca Varian Hat, Modelo CHT7 A,

procesador de datos y periféricos sistema MAT266, potencial de

ionización 70 ev. Estos fueron realizados en la Unidad de

Hicroanalisis y Metodos Físicos en Quimica Orgánica

(UHlHFOR, CüNZCET-FCEyN-UBA).

h“- ¡“(2) 1 P’JÍZ?ÁII? ;[f453¿ï¿27‘17€21ï¿?aq

En todos los casos en que se utilizaron moscas (Husca

domestica), estas fueron hembras, cepa RAC (susceptible), de

dos-tres días de edad, mantenidas a 25°C y 502 de humedad

relativa y alzaentadas "ad libitun” con leche en polvo, azucar y



agua.

V'- br- I?eaibea:"¡n_il1¿ac:.icur? ¿1€? .Eea I?¿_=s¿: é???
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Las moscas utilizadas fueron anestesiadas con corriente de

C0, previamente burbujeado en agua para lantener una humedad

adecuada. Luego, se las topicó ventraimente con i ui de

solucion acetonica conteniendo el compuesto en estudio (179).

Se utilizaron diez moscas por dosis y cuatro dosis por

determinacion de DLso. Simultaneamente se topicaron diez moscas

con acetona comocontrol. Luego de topicados, los insectos se

dejaron 24 horas con agua a disposicion, transcurrido este

lapso, se observo la mortalidad en cada nivel.

Los valores obtenidos fueron procesados en una computadora

Hewlett Packard HP-SS con un programa de cálculo de DLso basado

en el método de ¿itchfield y Hilcoxon (180), el cual además

informa el intervalo de confianza de Ia DLso y la DLgs.

E! mismo procedimiento fue empleado para determinar Ia DLso

en presencia de butoxido de piperoniio. Este fue incorporado a

la solucion acetonica del compuesto en prueba, en todos los

casos a una concentracion de 2 mg/nl,

V-c:- Evidencias de activacicun
“¿n- uz'vc)”- Clan-etica ¡de la accicun
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Para esta experiencia se emplearon 30 moscas por compuesto.

Las mismas fueron anestesiadas con CD: previamente burbujeado en

agua para mantener una humedad adecuada, topicándolas luego con

1 ul de solución acetonica del compuesto en ensayo.

Se utilizaron propoxur y I, en una concentración equivalente

a la DLso en cada caso. Simultaneamente se topicaron 30 moscas

con acetona comocontrol. Luego de topicados, los insectos se

dejaron con agua a disposicion. Posteriormente a la

recuperacion de todos los insectos control (menos de 30 minutos)

se procedió a observar la mortalidad cada 30 minutos, durante

las siguientes once horas. La lectura de mortalidad, se inicio

nuevamente a las veintidós horas de comenzado el ensayo, y se

repitió cada hora hasta las treinta horas.

Se grafico luego el número de moscas volteadas en funcion

del tiempo.

É n cf- (34):":"ea.{¿a¿:.iculï es:sibr‘c1c:i:c¿r*aa
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Fue obtenido, en forma indirecta, el valor de los logaritmos

de los coeficientes de particion octanoi-agua (P) de los SDA y

sus precursores, utilizando cromatografía liquida de alta

LÜresolucion (181,182,183). e empleo un cromatógrafo marca

Jasco, modelo Familic-BÜÜS, un detector UV marca Jasco,



modelo Uvidec-lDÜ-Vl y una columna de fase invertida US-Finepak

Sil CIBT de 25 cm de longitud y 2 un de diametro interno.

Se utilizo como referencia una familia de

sulfenildicarbanatos de log P ya informado en bibliografia

(150). Estos fueron provistos por el Dr. Fukuto de la

Universidad de California, Estados Unidos. La estructura de los

mismos y el log P correspondiente pueden observarse en la Tabla

1.

El eluyente fue una mezcla de acetonitrilozagua (80:20) con

un flujo de 0,2 ml/nin. La absorción fue medida a 200 nn.

Luego de obtenidos los tiempos de retención (t,) de cada

compuestode referencia, se calculo el factor de capacidad (k')

de cada uno de ellos segun:

Se determinó entonces la curva de regresión para log P vs. log

k', utilizando un programa de computacion estadistica

estandard, provisto por Hewlett Packard para la conputadora de la
misma marca modelo HP-SS.

Utilizando las constantes de la recta determinada y los

valores de log k' de los SDAy sus precursores se determinó el

log P para cada uno de ellos según:

log k'= a log P + b



Tabla 1 : Estructuras y log P de los sulfenildicarbanatos
utilizados comoreferencia.

Compuesto
Log P

R9 R.

1 -CH3 -CH3 2,28

2 _CHJ -C,H3 2,78

3 —CHJ n-CJHT 3,28

4 -CHJ i-CgHr 3,08

5 —CH1 n-C4H, 3,78

6 -CH3 n-CSH., 4,28

7 —CH3 n-CQH.7 5,78

8 -C=H5 -CH3 2,78

9 -C,H5 -C,H5 3,28



Se obtuvo otra serie de valores de log P por un metodo

alternativo, basado en que el valor de log P de una serie

homologa, puede ser calculado a partir del log P de! primer

compuesto del grupo (determinado experimentalmente), sumandole

0,5 unidades por metileno incorporado en la serie (184,185). Por

lo tanto, luego de obtener ei valor experimental de log P para ei

compuesto IV se calcularon por este método los ¡og P de V, VI y

VII.

E1- cf..2?.. (Ic):“t“ee.l¿a<:.i<urv ¿arribrnea .{cpcz f3 5/
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tu el caso de [a serie de alquil SDAobtenidos, se intentó

correlacionar 1a hidrofobicidad con 1a actividad biológica a

traves de la ecuacion propuesta por Hansch (186):



computadora de la misma marca modelo HF-SS, se obtuvo la curva de

regresion, tanto en el caso de los log P experimentales como en

el de los calculados.
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Los ratones (Hus musculus) para esta experiencia, fueron

hembras cepa NIH de dos a tres meses de edad (20-25 g de peso),

mantenidos a 22“C y 502 de humedad relativa y alimentados con

alimento balanceado. Los mismos fueron obtenidos en la Comiszon

NaCional de Energia Atómica.

h’l - tr- ¿9eeibeerflnn;irïea<:.icvrï ¿dee .Eea Z?¿;=5¿9

Los animales empleados fueron ayunados 24 horas antes del

ensayo. Los compuestos a ensayar fueron disueltos de acuerdo a su

solubilidad en propilenglicol (propoxur, carbaril, tsumacide,

HDC)o aceite de oliva (los SDAy los carbamatos lineales), de

manera tal de lograr una total solubilización. Se adninistraron

oralmente 0,2 al de solución por animal, utilizando una jeringa

graduada de l cc y una aguja con una pequeña esfera colocada en

la punta, para evitar dafios a los ratones (187). La mortalidad

fue observada a las 72 horas. En las primeras 24 horas se les



dejo agua a disposicion, y luego también alimento balanceado.

Para cada compuesto se emplearon cuatro dosis con tres animales

por dosis, en base a lo recomendado por algunos autores

incorporados a nuevas corrientes, que demuestran la validez del

uso de pocos animales en los ensayos de DLso (187,188).

Los valores obtenidos fueron procesados por una computadora

Hewlett Packard HP 85 con un programa de cálculo de DLso basado

en el método de Litchfield y Hilcoxon (180), el cual ademas

informa el intervalo de confianza de la DLsa y la 0L95

lï _¿_-4:.. (ZC)E?T’i-:.iearïiïee cie? s;ee.leec:i:15LIJE
cíeací Ger: L'E?r‘iïE?¿?r‘EiCÏCP57

El CSLse obtuvo realizando el cociente entre la DLso del

compuesto ensayado, deternznada oralmente en ratones, y la DLso

determznada por topzco en moscas, ambas expresadas en mg/kg

(191).

DLso (oral ratones)

DLso (topico moscas)

gg: 2'- fifáïC314ff.fáïf1¿? I’Eï ¿.lq ¡Q¿ÏCÏJÉ¿?ñ€
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Se utilizaron enzimas provenientes de eritrocitos bovino
de cabezas de moscas.

La AcCEEBfue de tipo comercial marca Sigma con una actividad

de 2,90 unidades uH/mgde polvo. La misma fue disuelta en buffer

fosfato pH 7,6 (0,1 M) {13,8 g de NaH2P04.H,0 se disolvieron en

80€ nl de agua destilada, se llevo a pH 7,6 con HDNa 0,1 N y

luego se completo el volumen a un litro), a una concentracion

tal que produjera una variación de absorbancia de 0,35 unidades

por minuto en la determinacion de A0 (ver VII.b.). Se fracciono

en frascos conteniendo 0,5 nl de solución cada uno y se congeló

a - ióüc hasta su uso.

La AcCECHse obtuvo de la siguiente manera: luego de congelar

las moscas a —160€ se les separo la cabeza con bisturí,

honogeneizando entonces en frio (baño de hielo) 50 cabezas por

ml de buffer fosfato pH 7,6, en un homogeneizador Sorvall modelo

Omninm1xer17.i06 con vástago de teflon. Se filtro por lana de

vidrio y se fracciono en frascos conteniendo 0,5 ml de

homogenato cada uno, los cuales se congelaron a - 16“C hasta el

momentode su uso. El honogenato asi preparado conserva la

actividad enzimática varios ¡eses (192).

P'J'Z'- b»- Z?eeiïeer"mn.i¡1¿a-:.i<u:1 ¿de? .lea ár_¡

Este parámetro se utiliza para medir la potencia de un
inhibidor.

Comose comentó en la introduccion. la inhibición de la



AcCEpodria representarse por (192):

donde E, I y EI representan a 1a enzima, inhibidor y enzima

inhibida respectivamente. Esta reaccion de segundo orden obedece

a 1a ecuación:

————-- = kx ( (E) - (EI) ) ( (I) - (EI) )

donde (E), (I) y (EI) son las concentraciones totales de la

enzima, inhibidor y enzima inhibida respectivamente.

Comola concentracion de inhibidor es lucho mayor que ia de

enzima, permanece practicamente constante en el curso de 1a

reaccion, esto permite tomar ¿a reacción comode pseudo priler
orden:

en tai caso, la reacción obedece la ecuación:

____ __ = k, (I) ( (E) — (EI) )



integrando esta ecuación:

con 10 cual podemos obtener:

ln =k1

A:

(I) t

donde A” y At representan las actividades enzilaticas a tielpo 0

y t respectivamente, k, es

binoiecular cuyas unidades son
minutas y (l) es la

ecuación

obtenieduse una recta cuya pendiente es ki

la

H-'

concentración

permitió graficar ln Ao/A.

constante de inhibición

min“, t es el tielpo en
aviar del inhibidor. Esta

en función del tienpo,

(I), de 1a cual puede

obtenerse faczlmente k, cunociendo la concentración del

inhibidur.
En este trabajo, ia determinación de la actividad

acetilcolinesterasica se realizó por el métodode Ellman (193)

adaptada.
El procedimiento general utilizado para la determinación de

las k, de los SDAy sus carbanatos precursores sobre AcCECH y
Acutcb, se basó en 1a hi drólisis del ioduro de acetiltiocolina



(IATC) por AcCE, liberando ioduro de tiocolina, el cual

reaccionó a su vez con el acido 5,5' - ditio - bis - 2 

nitrobenzoico (DTNBl dando el acido 2 - nercapto - 5

nitrobenzoico. Este anión presenta una banda de absorción

intensa a 412 nn (coeficiente de extinción 1,36 x 104L i H—‘

cm 'l. Las reacciones son ilustradas en la figura 18.

La rapidez del aumento de la absorbancia indico la magnitud

ae la actividad enzimatica y por lo tanto de la inhibiCion de la

AcCE.

La tecnica empleada consistió

el honogenato conteniendo la

enzima, congelado, se llevo a 300€ en un agitador-incubador

Dubnoff (15 minutos de agitación a dicha temperatura). En una

celda de espectrofotoaetro de 0,5 cm de paso optico se

colocaron 0,?5 ml de buffer cromOgeno (9,9 ng de DTNB disueltos

en ¡OH mi de buffer fosfato pH 7,6), ICC ul de sustrato (¡ATC 12

mH: 34.7 mg de ¡ATC disueltos en 10 mi de agua destilada), y 5L

u} de hnmogenato. Luego de agitar se coloco la celda en un

espectrofotometro Varian UV-Visible modelo 634 de doble haz con

graficador Varian aerograph modelo 20, cronometrandose desde ese

momento 2 MIRUÉOSde lectura espectrofotonétrica a 412 nn. En la

celda de referencia se colocó buffer cromogeno y sustrato,
descontandose asi la autohidrolisis del mismosi la hubiera.

De esta manera se determinó el valor de la actividad enzimática

sin inhibidor (An) según:



+ + — — —

(CH3)3NCH2CHZS-COCH3 + HZO-*>-(CH3)3NCH2CHZS + CH3C00 + 2H

(CH3)3ÑCHZCHZS' + OZN s-s N02 _____.

'ooc i coo“ (DTNB)

+ _

_"(CH3)3NCH2CH23‘SQN02 + 02NQS'coo' ’ooc
(xMAx= 412NM)

Figura 18: Reaccionesutilizadas para la ¡edición
de la actividad acetilcolinesterásica.



nanomolesde sustrato hidrolizado

Actividad enzimátic = =

minuto

variac. abs./min x i,l x 10"

13,6 x 0,5

Para el cálculo de At, a 300 ul de homogenato se le

agregaron 3 ul de solución etanólica del presunto inhibidor a

una concentracion adecuada para la medición. Se dejo a 30“C en

un agitador-incubador Dubnoff. A los 3, 6, 9 y 12 minutos se

tomaron 50 ul del homogenato inhibido y se agregaron a 0,95 ml de

buffer cromogeno y 100 ul de sustrato contenidos en una celda de

espectrofotometro de 0,5 cm de paso optico, procediéndose a la

lectura y cálculo de la actividad enzimática comoen el caso de

Aa.

Con los valores de A" y A, obtenidos se determinó la curva

de regresión para log Ao/Agvs. t utilizando un programa de

computacion estadístico estandard provisto por Hewlett Packard

para la computadora de la misma marca modelo HP-SS. Todas las

curvas fueron razonablemente lineales, con un coeficiente de

correlación mayor que 0,97.

Con el valor de la pendiente de la recta y la concentracion

de inhibidor utilizado, se calculó en cada caso la k¡ a través
de:



pendiente
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Se trato de obtener la k¡ del compuesto II sobre AcCECH, en

presencia de una concentración de N-etilmaleimida que en la

bibliografia se indica como adecuada para bloquear gran parte

de los -JH libres, reduciendo sustancialmente (a menos del 1%) la

ruptura de carbamatos derivados (162), pero conservando una

activ1dad acetilcolinesterasica suficiente para realizar la
determinaCion.

El procedimiento fue idéntico al detallado en VIl.b.,

utilizando una concentración del compuesto II similar a la

empleada para calcular la k1 correspondiente (5 x 10“).

La variaCiOn introducida fue tratar previamente el

homogenato con una cantidad de N-etilmaleimida (1,25 mg/nl) tal

que la concentracion final fuera 10-2 H (162), durante 45
Minutos a 30“C.

h’l 1 - cí.. ffee:d2ia:.i<urï cía? ¿{ea rñcxgzïbcxrrea
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Para establecer la posible ruptura de los SDA en medios



biológicos se utilizo la cromatografía liquida de alta
resolución. A través de la misma se determinó cuali 

cuantitativamente, la presencia de los carbamatos de origen al

poner en contacto en solucion acuosa el compuesto I y cisteina

(Cis) o glutation (68H), ambos compuestos sulfhidrilicos de

importancia en fluidos biológicos.

Para ello se preparó una solucion 10" H en l y 10-‘ H en

Cis (0,016 g/l) o 65H (0,03 g/l) (preparada disolviendo 4,34 mg

de I en la minima cantidad posible de etanol, llevando a 100 ml

con agua destilada, y diluyendo al 1/10 con agua destilada, en

este paso se agrega cantidad suficiente de Cis o 68Hpara lograr

una concentracion molar 10 veces mayor que la del compuesto I).

Luego de dejar reaccionar 2 horas a BOÜCen un agitador-incubador

Dubnoff, la soluciOn (10 nl) se extrajo con tres porciones de 5

nl cada una de cloroformo, los extractos cloroformicos se

mezclaron y secaron con Na2504, luego se evaporo el solvente a

preszón reducida en un evaporador Hheaton Heidolph modelo vv

mikro Heigbad y se disolvió el residuo en una solucion de 0,6

ml de acetonitrilo mas 0,4 ml de agua, conteniendo benzoato de

bencilo en una concentración de I mg/100 nl como estandard

interno cronatográfico. La muestra asi preparada se inyectó en

el cromatógrafo utilizando como eluyente acetonitrilosagua

(60:40) con un flujo de 0,1 nl/nin. Adelás se cromatografio un

blanco sin Cis ni 65Hpara descontar hidrólisis si la hubiera.

Por otro lado, se midió la recuperacion cromatografiando

una solucion acuosa patrOn procesada en forma idéntica a las



muestras, pero sin e} agregado de Cis o 65H y sin las 2 horas de

incubación, conteniendo el compuesto i, propoxur y HDC, todos en

una concentracion de 10’s H y benzoato de benciio en una

concentración de i mg/IOÜml como estandard interno.

En base a ias relaciones entre las áreas de cada compuesto y

el estandard interno, descontando ei pequeño porcentaje de

hidrólisis obtenido y teniendo en cuenta 1a recuperacion, se

determinó ei porcentaje de ruptura tiolitica ocurrido en cada

caso para liberar la cantidad de carbamatos precursores
¡»Userw'ada.

Ef; ¿_-Aev- .Irïfïjïb>14:.icurï cie? C?f7fi1

Se midió la capacidad de inhibición del metaboiismo

oxidativo de homogenato de abdomen de mosca por los SDA,

comparando con BP y HDCsegun 1a siguiente técnica:

Luego de congeladas las moscas a -16“C se

les separo el abdomencon un bisturi y se homogeneizaron los

mismos en frio (0-5"C), con un bonogeneizador marca Sorvaii

modelo Omni-mixer 17.106, a una concentracion de 40 abdomenes

por mi en buffer pH 7,5, 0,25 H en sacarosa y 0,15 H en fosfatos,

con ei agregado de albúmina bovina a1 1,52, ia cual permite

conservar la actividad enzimática sin perdidas significativas
durante un mes congelada (58) (se disolvieron 8,56 g de sacarosa,

2,02 g de NagHP04, 1,02 g de KH9P04 y 1,5 g de albúmina en so mi

de agua destilada, se llevó a pH 7,5 y se completó a 100 mi con



agua destilada). Se centrifugó en frio (0“-5°C) a 10.000 g

durante 30 minutos en una centrífuga refrigerada marca Tomy

Seiko, lodelo RS-lS III y el sobrenadante fue filtrado por ¡ana

de vidrio, utilizándose inmediatamente. Se preincubó el

homogenato (i ml por recipiente) 15 minutos a Búüc

(incubador-agitador Dubnoff) con agitación, agregando en los
distintos viales :

i- 5 unoles (4,2 mg) de NADPHy 10 ul de etanol (para observar

las rupturas normales del carbaril)

10 ul de etanol (para determinar metabolismo NADPHno

dependiente, es decir no oxidativo)

3- 5 umoles de NADPHy 10 ul de solución etanólica conteniendo

0,1 unol de EP (4,26 mg/ml) (para determinar inhibición de OFH

por BP)

4- 5 umoles de NADPHy lO ui de solución etanólica conteniendo

0,2 umol de HDC(1,95 mg/ml) (para determinar inhibición de DFM

por HDC)

5- 5 umoles de NADPHy 10 ul de solución etanólica conteniendo

0,1 umol del compuesto II (4,23 mg/nl) (para determinar

inhibición de OFHpor II)

Luego de la preincubación, se agregaron 10 ul de una

solución etanólica conteniendo 0,1 umol de carbaril (2,01

mg/ml) y 0,0038 unol de carbarilfnaftil-“C)(Pathfinder
Laboratories Inc.) (107.345 dpn) en cada uno de los viales,

incubando en vial abierto 2 horas a JÚÜC con agitación en un

agitador-incubador Dubnoff.



Se extrajo luego con cuatro porciones de 5 nl cada una de

eter etilico agregando una punta de espátula de (NH4)2SD4para

evitar emulsiones. Se reunieron los extractos etereos, se

secaron con Na2804 anhidro (secado su vez a 1050€ 4 horas) y se

evaporaron en baño de agua caliente con corriente de nitrógeno

en un evaporador N-Evap marca Organomation modelo 112. El residuo

se tomo con acetona y se sembró en una placa cronatográfica

DC-Fertigplatten Kiesegel 60 F954 0,25 un Merck; realizándose

una precorrida con hexano (para eliminar por arrastre una parte

de los lípidos) y luego la corrida con éter etilico:hexano
(4:1) (50).

El crumatogramase reveló por autoradiografla, utilizando

pelicula radiografica médica JH de 18 cm x 24 cm, la cual fue

expuesta durante 35 dias y revelada bajo luz roja con revelador

radiograficu marca Tac, hasta aparición de las manchas a
intensidad adecuada. Se utilizo una solucion al 22 de acido

acético comodetenedor, y el fijador radiográfico fue ¡arca
Tac.

Una vez ubicadas, las lanchas fueron raspadas del

cromatograna y colocadas en viales. La radiactividad se
cuantificó utilizando un cóctel de centelleo universal

(Aquasol-E marca Du Pont, NewEngland Nuclear) en un contador de

centelleo marca Beckman modelo LS 7.000.
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De los carbanatos utilizados cono materia prima para ia

sintesis de ios SDA,seis debieron ser sintetizados. El metodo

utilizado fue el indicado en el item II.a. de Materiales y

Metodos (17) (figura 2 A), sin inconvenientes que merezcan

comentarios, con rendimientos que variaron entre el 75%y el 802.

Las estructuras de los ocho carbamatos empleados para la

realizacion de este estudio, pueden ser observadas en Ia figura
20.

1'- br- E?15r¡t:ersri;5' ¿dee t:.Ic?!"(?iït1.l1FE?fï.i.I'—
c:¿ar"¿3¿annéiibcpsï 3/ 2;L1.[1Fe?!1.i l'ci:fc:¿ar*¿paann¿a-—
¿(9:5

De los métodosexistentes en bibiiografia para la sintesis

de los SDA(143,148), surgió la necesidad de evaluar el uso de

monoo dicioruro de azufre comoreactivo para la obtención dei

cloruro de sulfenilo segun:
50120

RÜ-C(Ü)N(CH3)-H ) R0-C(0)N(CH3)-S-Cl

piridina



La experiencia indicó que el nonocloruro de azufre al producir

azufre libre, complicaba la purificación. Por tal motivo se

adopto comoreactivo de sintesis el dicloruro de azufre. Este

reactivo fue usado tal cual, pues al destilar descompone.

Se intento el uso de trietilamina y piridina cono aceptores

de protones. Se prefirió piridina, dado que su menor reactividad

reducia la formacion de productos laterales, como¡ostraron los

seguimientos por cromatografía en capa delgada.

La posibilidad de obtener el cloruro de sulfenilo del HDCfue

desechada, dado que se obtenla nuy bajo rendimiento, con gran

abundancia de productos laterales, probablemente debido a la

reactividad del grupo MDF.Por lo enunciado, la secuencia de

reacCion utilizada fue la sintesis del cloruro de sulfenilo de

la otra mitad carbanica, la que luego se hace reaccionar con HDC

segun:

HDC

R0-C(0)N(CH3)—S-Cl-------- --)R0-C(0)N(CH3)-S—N(CH3)C(0)-0-HDF

piridina

La experiencia realizada modificando distintas variables de

reaccion, indicó que resultaba critico mantener baja la

temperatura y libre de humedad el sistela de reacción para
mejorar el rendiliento.

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, se adoptó finalmente la

tecnica descripta en la sección II.b. de Materiales y Métodos.

Luego de la purificación (item II. de Resultados y



Discusion) el rendimiento fluctuo entre 172 y 202 respecto del

carbamato de origen, para los distintos 50A. Las estructuras de

los siete SDAobtenidos pueden ser observadas en la figura 21.

1'2‘- F3¿I!?.I}7;I(3/QCÍJTC?ÉJ

La obtención de sulfenildicarbanatos simétricos cono

productos laterales en la sintesis de los sulfenildicarbanatos
asinétricos, adicionó una complicación al paso de

purificación. Fue inevitable la formación de los sulfenil

dicarbamatos sinétricos, de gran similitud quimica con los

compuestos que se deseaban obtener (figura 19). Dicha sililitud

hlZUmuydificil la purificación.

Se adoptó como tecnica de separación la cromatografía en

columna a presion levemente superior a la atmosférica,

utilizando silicagel cono adsorbente. Fueron necesarias
sucesivas purificaciones por cromatografía en colulna en todos

los casos, seguidas de otra purificación en placa delgada de

fase invertida, para VI y VII. Resultó critica la elección de

los distintos solventes y de la relación entre los mismos

utilizada en la purificación cronatográfica, cuyo detalle se
indica en Materiales y Metodos.

2'1'1'- CZ/HIQIQCÍT'EÉFQJÏZÏAQCÏ1TC?ñJ

Los carbamatos obtenidos cono intermediarios para la



Fi gur‘a 1 9 z a) Sulfenildicarbalatosasinétrico:
b) Sulfenildicarbalatos sinétricos
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sintesis de los SDA, fueron identificados por su punto de

fusión o ebullición y espectros de RHN‘H cuyas asignaciones se

observan en la tabla 2 y figura 20.

Los SDAsintetizados fueron sólidos con punto de fusion

definido, exceptuando el compuesto VI como se nuestra en la tabla

3. Los resultados del analisis elemental correspondieron en

todos los casos a la estructura supuesta (tabla 3).

En la figura 21 y tabla 4a se pueden observar las

asignaciones de las señales correspondientes a cada grupo de

protones, y el valor de las constantes de acoplamiento obtenidas

de los espectros de RHN’H de los SDA, que correspondieron en

todos los casos a los valores esperados de acuerdo a los

carbanatos de origen.

Se realizaron los espectros de ¡asas de los SDAcon el objeto

de intentar deterlinar sus rupturas caracteristicas a los fines
de confirmar sus estructuras (figura 21, tabla 4b). Se observaron
iones moleculares abundantes (variando la intensidad entre el

48,52 y el 76,7%). Los mismos fueron acolpañados en varios casos

con un una señal a H+l de intensidad también elevada. Esto ya

fue observado en otros sulfenil derivados de carbamatos (152),

como asl también la señal a H-57 (cuya asignación tentativa es

la perdida de ÜCNCHJ),que aparece en el caso de carbanatos

aromáticos derivatizados o no. Para los SDAdiarilicos por lo

tanto, se observa dos veces dicha perdida. En los arilalquil SDA

solo se observa esta ruptura en la mitad arilica.

Otra ruptura general de ios SDAes la del enlace N-S.



?'¿¡¿?.l¿a 124:

Carbamato
P.F. o

P.E./mm.

RHN

Caracterización de los carbamatos obtenidos.

H aromáticos(a)
alifáticos(b)

Ar-X

Propoxur

Carbaril

Tsumacide

HDC

Butil
carbamato

Octil
carbamato

Lauri!
carbamato

Cetil
carbamato

89v-91vc

141u-142wc

75“—77“C

103”-105”C

46“C/Ü,3

.31w—32vc

58”—59“C

á7”-69”C

1: X: (CH3)2HC0-.

2: X= -CH3.

3: X= -OCH:0-.

4H 6,7-7,3

7,15-3,1

ó,7-7,4

6,5-ó,9

4: desplazamiento quimico en ppm.

5: constante de acoplamiento en Hz.

¡li

1H 5,15

4,7

4,8

4,85

LIQMQü.

kai
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En todos los casos se observa la aparición de la señal

correspondiente al fenol (con perdida de JH) del cual derivan los

carbamatos aromáticos precursores. Debido a ello las rupturas

subsiguientes fueron las usuales para fenoles (201) y similares a

las obtenidas para los carbanatos sin derivatizar, que a su vez,

sufrieron rupturas similares a las informadas por otros autores

para los casos hallados en bibliografia (propoxur y carbaril
(202)).

En los arilalquil SDA,para la mitad no aromática, ocurren

en general rupturas que liberan la cadena hidrocarbonada lineal y

la mismaunida a oxigeno. Estos fragmentos producen las señales

usuales para los compuestos hidrocarbonados lineales (201).

Varios de los picos obtenidos fueron acompañados de otros

correspondientes al mismo protonado o a la perdida de uno o más

protones.

No puede descartarse la existencia de algún caso de
disociación termica observada en otros carbanatos (203).

En la figura 22 puede observarse un esquema de las

fragmentaciones generales de los SDA.

I‘M”- ?_¿?>€.Z(ÏJII?/QZ? ¡QCFLIZ?/q

¿_h’=.at- ¡fic:c:.i<u:1 .ilïzïeaqzït.i<:.i<d¿a ser:

Se determinó la DLsa y DL95por tópico de los carbanatos
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Tabla 4: Caracterizaciónde los SDA
por espectroscopía.

a) Espectros de RHN‘H.

RHN ‘H 4

SDA H aromáticos(a) N-CH, Ar4x
o alifáticos(b)

I m- TH ó,4-7,4 s ¿H 3,55 d’óH 1,3
m’IH 4,5
J5= 6
s=2H 5,95

II m-IOH ó,2—8,2 s 3H 3,55 s=2H 5,95
s 3H 3,65

111 m-7H ¿,35-7,45 s óH 3,55 s=3H 2,35
5:2H 5,95

IV th 2H 4,15 s 3H 3,40 s=2H ¿,0
J = ó s 3H 3,45
mb 7H 0,7-2,1
m- 3H ¿,5—¿,95

v tb 2H 4,15 s JH 3,40 s=2H 5,95
J = ó s 3H 3,45
mb15H0,7-2,0
m- 3H 6,4-ó,9

v1 tb EH 4,15 s 3H 3,40 s=2H 5,95
J = ó s 3H 3,45
mb23H r,7—2,0
m- 3H ó,4-6,9

VII tb 2H 4,15 s 3H 3,40 s=2H 5,95
J = ó s 3H 3,45
mb31H0,6-2,0
m. 3H ó,4-ó,9

X: (CH;);HCÜ-.
X= ‘ÜCH2_.
X: _CHJ.
desplazamiento quimico en ppm.
constante de acoplamiento en Hz.

(Jl-LUN!“
uununu
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precursores y sus SDA derivados, en moscas hembras, cepa RAC

(susceptibles). Asimismo,se evaluó el efecto sinergista del

butoxido de piperonilo (BP), sobre la acción insecticida (en

moscas) de los compuestos en estudio y sus carbamatos

precursores. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 5.

Para los compuestos arilicos precursores de SDA (propoxur,

carbaril, tsumacide y HDC), se observo una toxicidad en moscas

similar a la publicada por otros autores (17,112). Exceptuando el

carbaril, todos ellos mostraron buena accion insecticida. Los

SDA derivados de compuestos arilicos evidenciaron alta

toxicidad, en todos los casos mayor que los insecticidas

comerciales que sirvieron como precursores. El compuesto I

mostro la maximaaccion insecticida, aún mayor que la del

HDC.

El BP mostro un efecto sinergista variable sobre los

carbamatos precursores (tabla 5). Esta acción fue mayor en los

Compuestos menos tóxicos comofuera descripto por otros autores

(38). El bajo sinergismo observado en el HDCpuede ser atribuible

a su grupo sinergoforo (MDF), que le otorgaria propiedades

autosinergistas (38,123).
Los SDAarilicos resultaron pobremente sinergizados por el

BP, siendo este efecto mucho menor que el observado sobre los

precursores. Esta diferencia fue maximaen el caso del carbaril

(tabla 5). En efecto, de un factor de sinergismo mayor que 1.170

para el carbaril, en el derivado Il este factor se reduce a solo

3,4. Un posible fenomeno de autosinergismo, como causa de lo
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expuesto, sera analizado en la seccion V.d.l.

La toxicidad en moscas de los SDA arilalquilicos

(1V,V,VI,VII) fue variable, observandose una tendencia

decreciente al aumentar la longitud de la cadena alquilica. Los

precursores alquilicos de los 80Apresentaron muy baja accion

insecticida. Tanto en el caso de los alquil carbamatos

precursores comosus SDAderivados, el efecto sinergista del BP

fue muy bajo o nulo.

g' Mi- tr- ¿:CDPBP“GÉ.Z¿ECZ.ÍC?IÏ easïibrñcxc:1b¿1r"¿a
¿acrtrj'u'iqdéací i:n:seec:trj<:.icí¿¡

Comose expuso anteriormente, los SDA alqullicos mostraron

una actividad insecticida en moscas decreciente a medida que

aumenta la longitud de la cadena alquilica (tabla 5). Por esta

razon, fue de interés establecer la existencia de una

correlación entre los valores de DLsode estos compuestos y su

hidrofobicidad. Comoparametros de hidrofobicidad, se utilizan

actualmente el coeficiente de partición octanol-agua (P) y el

parametro de energia libre asociado Pi (185).

La bibliografia abunda en comentarios sobre dificultades

experimentales para la determinacion de los valores de P,

especialmente en moleculas de muyalta hidrofobicidad (180-182).

Por lo tanto, se han desarrollado metodologías indirectas para

determinar este parametro. En la mayor parte de los casos se

utilizaron tecnicas cronatográficas de capa delgada (180) y
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cromatografía liquida de alta resolución (180-182). Asimismo,

en el caso de compuestos pertenecientes a series honólogas, se

estableció la posibilidad de calcular los valores de log P a

partir de la aditividad de los parametros de hidrofobicidad,

sumando0,5 unidades de log P por ¡etileno incorporado, al valor

obtenido experimentalmente para el primer miembro de la serie

(183,184).
Para este trabajo se determinaron dos series de valores de

log F de los alquil SUA, la primera mediante cromatografía

liquida de alta resolución (utilizando una columna de fase

invertida) y la segunda por cálculos de adición a partir del

valor de log P del compuesto IV (primer compuesto de la serie)

también determinado por cromatografía liquida de alta
resolucion.

Para la determinación cronatográfica de log P de los SDAse

utilizo comoreferencia una familia de arilalquil sulfenil
dicarbamatos, cuyos log P se encuentran descriptos en la

literatura (150) (tabla I). Se determinó la curva de regresión

para log P vs. log k' (siendo k‘ el factor de capacidad obtenido

por cromatografía liquida de alta resolucion) de dicha familia

(figura 23), obteniendose:

log k' = - 0,348 + 0,167 log P

R = 0,995

F = 804,4 (puntos superiores al 0,12, Fo,999)

Luego, utilizando las constantes de la recta obtenida y el
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valor de log k' para los arilalquil SDA en estudio se

determinaron los valores de log P de los mismos.

En la tabla ó se recopilan los valores de log P de los

arilalquil SDA, y a nodo comparativo de los aril SDA y de los

carbanatos sin derivatizar. En la IiSla tabla se inforlan los

valores de log P calculados por la regla de la aditividad. Puede

observarse que a medida que aumenta la longitud de la cadena de

los arilalquil SDA, se increlenta la discrepancia entre los

valores de log P calculados y experimentales.

Con los valores de log P obtenidos para los arilalquil SDA,

se intento correlacionar la hidrofobicidad con la actividad

biológica, de acuerdo a la ecuacion propuesta por Hansch (185):

DLso (polar)

Introduciendo los valores experimentales en la ecuacion

general, se obtuvieron dos rectas correspondientes a las dos

series de valores de log P.

Para los valores calculados (figura 24 a):

log ----------- -- = - 0,188 log P + 3,493
DLso (lolar)



Tab .Za ó : Valores de log P de los SDAy sus precursores.

Log P
Compuesto

Experimental Calculado

HDC 1,12 ___

Propoxur 1,50 ___

Carbarjl 1,54 ___

Tsumacide 1,51 ___

Butilcarbamato 1,77 --

Dctilcarbamato 3,47 ———

Laurilcarbamato 5,50 ___

Cetilcarbamato 9,31 ___

1 2,70 ———

II 2,83 ———

III 2,¿¿ ___

Iv 2,74 ___

V 4,67 4,74

VI 7,39 6,74

VII 10,51 8,74



LOG1/c - 111

1

¿99 E¡l— = -0,188 Log P - 3,493
50

R = 0,93

1 J 5 7
LOG P(CALC.)

a) Valores calculados.

LOG 1/c

3 0

0

2

0

1

¿09 __l_ = —a,239 Log P - 3,678
DL50

R = 0,96

1 4 7 10 LOGr (mn)

b) Valores experilentales.



R: 0,93

F: 13,7 (puntos superiores al 101; Fo,9o)

Para los valores deterninados por crolatografia (figura 24

log ———————————--' = _ P +

DLso (molar)

R: 0,96

F: 23,3 (puntos superiores al 5X; F0,95)

Estos resultados indican una clara correlación entre la DLso

y la hidrofobicidad medida por el log P en los arilalquil 80A

sintetizados. Esta correlación se explica teniendo en cuenta que

los fenómenosde absorción, distribución y allacenaniento,

factores que condicionan la toxicidad, son ¡odulados por la

hidrofobicidad de las moleculas (184). Es de destacar que los

valores de log P experimentales presentan una mejor correlación

que los calculados, esto podria deberse a que los fenónenos

cronatográficos de interacción, representan un modelo adecuado

de las interacciones hidrofóbicas que influyen en los ya

mencionados fenómenos de absorción, distribución y

almacenamiento de los arilalquil SDA.

Los valores de DLsoutilizados para esta correlación fueron
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los obtenidos sin aplicación simultánea de BP. La influencia de

la misma no es de importancia en los valores de DLso, pues el

sinergisao es bajo o nulo según el caso. Además el BP puede

modificar la penetración de carbamatos. Ya fueron informadas

variaciones en la toxicidad de insecticidas sobre insectos al

topicarlos con insecticidas en distintas matrices oleosas,
incluyendo sinergistas (192-194).

¿_Ei=¡c:- ¿9:9;s.i:; .Zeeïbea.l ¿St? ¿er? rñeaisc2rreess

La toxicidad aguda de los SDAen mamíferos, como también la

de sus precursores, fue determinada mediante el tratamiento oral

de ratones con dichos compuestos.

Los SUAy carbamatos lineales se solubilizaron en aceite de

oliva, y los carbamatos arilicos en propilenglicol, debido a la

diferencia de solubilidad y a la necesidad de trabajar a altas
concentraciones.

La cuantificación del efecto tóxico se realizo nediante el

cálculo de la DLso . Estos valores se informan en la tabla 7.

Un análisis de los mismos nos indica que los alquil

carbamatos y sus SDAderivados no mostraron acción letal hasta

las ¡axilas dosis ensayadas. De acuerdo a los resultados

obtenidos, estos compuestos puedan ser considerados de ¡uy baja o

nula toxicidad ¡audi según clasificación de la bibliografia
(80).

¿as DLso de los aril carbanatos precursores que se
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obtuvieron, fueron similares a las informadas por otros autores.

Para el propoxur el valor de la DLso obtenida fue 83 ng/kg,

aientras que el valor publicado es de 100 ng/kg (195). Para el

tsumacide, la bibliografia indica una DLsode 268 ng/kg (195), y

el valor obtenido fue de 283 mg/kg. En el caso del carbaril y el

HDC,no se encontraron publicados valores de DLso en ratones.

Los aril SDA presentaron una toxicidad variable, entre

moderada y leve, de acuerdo a las definiciones de Hatsunura (80).

La derivatizacion dio como resultado un compuesto cuya

toxicidad es menor que la de su precursor las tóxico.

Otros autores han informado que la derivatizacion de

carbamatos en general y la formacion de sulfenil derivados en

particular, es una forma de reducir la toxicidad de estos

insecticidas en mamíferos (136,147).

2 P”- cí.. ¿3e9.1421:'tïi u'zïcíéicí

Hollingworth (189) define cono parámetro indicador de

toxicidad selectiva de un compuesto, al coeficiente de
selectividad en vertebrados (CSV).Este resulta de dividir la

DLso oral en un vertebrado por la DLso obtenida por topico en un

insecto. Obvianente un valor alto de CSVindica que un compuesto

9€ mucholas toxico para insectos que para vertebrados.

La gran nayoria de los insecticidas comerciales presentan al

menos cierto grado de selectividad, con CSVentre l y 10. Sin

embargo. entre los carbanatos podemosencontrar colpuestos de muy



- 116 

baja selectividad, cono el aldicarb y el carbofuran {189). El

tsumacide y en menor medida el propoxur, dentro de los carbamatos

precursores incluidos en este trabajo, representan casos de pobre

selectividad. En cambio en los SDAobjeto de este estudio, se

observa una aceptable selectividad, comose nuestra en la tabla
8.

En el caso de los aril SDA, todos los valores de CSV fueron

superiores a 10. Resulta particularmente interesante el caso de

los compuestos I y III, ya que sus respectivas selectividades se

incrementan notablemente con respecto a sus precursores, propoxur

y tsumacide. No fue de interes la determinacion de valores

finitos de CSVen el caso de los arilalquil SDA,que a las dosis

ensayadas, pueden ser considerados de baja toxicidad en

maniferos. Un analisis de las DLSO obtenidas en moscas y

ratones, sugiere que estos derivados son significativamente más

selectivos que sus alquil precursores, compuestos de ¡uy baja
acczon insecticida.

Algunosautores interpretan la selectividad de los sulfenil
derivados a traves de la ruptura activante de la union N-S

(143,148,150), tema que se discutirá en el item V.c.
Si bien existen claras evidencias de la existencia de una

ruptura activante en medios biológicos (itel V.c.) (165), para

algunos autores la nisna seria de baja eficiencia relativa en
ratones (143). Por otra parte, la necesidad de activación en

maniferos es clara para los SDA, dada la muy baja actividad

anticolinesterasica de estos compuestos sobre AcCEEB(ltemV.b).



Tabla 8: Coeficientede selectividad en vertebrados
para los SDAy sus precursores.

DLso (mg/kg)
Compuesto _ CSV

Moscas Ratones

HDC 16 566 35

Propoxur 31 83 2,7

I 12 500 42

Carbaril )10.600 )1.400 -

II 60 707 12

Tsumacide 352 283 0,8

III 20 447 22

Butilcarbamato 8.700 )1.500 AO,2

IV 25 >1.000 940

Octilcarbamata 9.600 )1.500 >0,2

V 54 >1.000 >19

Laurilcarbamato 9.500 )1.500 )0.2

VI 106 )1.000 >9

Cetilcarbanato )2.100 >1.500 -—

VII 1.200 )1.000 >0,8
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Adicionalmente, debiera considerarse como factor

contributivo a la selectividad el efecto autosinergista, que se
discutirá en V.d.. Este autosinergismo podria ser menos

importante en ratones que en moscas, lo que contribuiria a la

selectividad observada. Esta posibilidad se ve avalada por los

resultados de otros autores, que adjudican a la via degradante

oxidativa, menor importancia en mamíferos que en insectos (80),

como ya se mencionara en la Introduccion.

Otro punto que merece comentario, es el de los trabajos que

para justificar la selectividad de los derivados de carbamatos,

sugieren que en el estomago de mamíferos tratados oralmente, se

transformarian en otros derivados polisulfurados, de menor
toxicidad (168).

h“- PWEÉCIIQIíiïáïiíl? ¿JEÏ ¿.IQ AQ€3(3.{¿?ÉJ

.IFJEÏEÏC2T-IWS.IZJ/q

l? ll uu l It j Egcrtree:;.i:s

Teniendo en cuenta los trabajos previos sobre sulfenil

dicarbamatos (148,150) y sobre compuestos que incluyen el grupo

HDF(17,97,112), se supuso que los SDA,objeto de este estudio,

manifestarian su accion insecticida a traves del siguiente
mecanismo:

11 Ruptura de la unión N-S para dar los carbanatos de origen,

que serian los metabolitos activos responsables de la
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inhibición de la AcCE.

2) Autosinergismo, a través de la inhibición de ÜFHpor los SDA

tal cual y los metabolitos que posean el grupo MDF.

Fue de interes entonces, obtener evidencias experimentales

de los pasos del mecanismo propuesto.

h’- t).. ¡Qc:c:25cnr¡ ¿aratri'c:ru.l 1Ïï?€?:5'tï€?r‘¿2iïifCIE!

Está ampliamente aceptado, que la lesión bioquímica

primaria en la intoxicación tanto de insectos comode mamíferos

por carbamatos, es la inhibición de la AcCEdel sistema nervioso

(138).

La acción anticolinesterasica de los SDAsintetizados, como

asimismo la de los carbamatos precursores, se midió como

constante binolecular de inhibición, utilizando cabeza de mosca

y eritroczto bovino, como fuentes de AcCE. Los resultados

obtenidos se informan en la tabla 9, junto a las concentraciones

de los presuntos inhibidores utilizados.
Un análisis de dicha tabla, nos indica que los SDAderivados

de alquil carbamatos, son pobres inhibidores de la AcCEEBy la

AcCECH,como lo eran los compuestos lineales de origen.

Si se comparael poder anticolinesterásico de los carbamatos

arilicos derivados, respecto del de sus precursores, se observa

claramente la disminución del mismoluego de la derivatización.

Una buena medida de esta diferencia, esta dada por el cociente
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entre las constantes de inhibición de los carbamatos precursores

y sus SDAcorrespondientes (tabla 10). Esta disminución de la

accion inhibitoria ejercida por los SDA,ya fue observada por

algunos autores en otros suifenil derivados de carbamatos e

interpretada en base a efectos estéricos que desfavorecen la
reaccion de inhibición (143).

El cociente de las constantes de inhibición (tabla 10)

resalta, además, una inesperada diferencia en ia capacidad

anticolinesterásica de los arii SDA,relacionada con ia fuente

de enzima. Estos compuestos demostraron una mayor accion

inhibitoria en enzima proveniente de honogenato de mosca, que en

la de eritrocito bovino. Ademas, a pesar de los mayores valores

de k¡ obtenidos en ei caso de AcCECH, ia accion

anticoiinesterasica de los SDA,en genera! no justifica por si

misma su toxicidad en moscas. Para explicar estos fenómenos,

deberiamos basarnos en procesos de activacion y autosinergismo,

temas que trataremos con posterioridad.

h“- c:- IQCZÉ:1ÏLIERCZ.ÍfPFÏ

V-c-1- Ruptura de la union N-S

En 1a bibliografia se plantea como hipótesis que los

sulfeniidicarbamatos, manifiestan su acción tóxica luego de la

ruptura de la union N-S (148,150). Esto esta bien establecido

en otros sulfenii derivados de carbanatos no dicarblmicos (165).



'Tabla 10: Cocientes entre k, de carbamatosy 80Amedidas
sobre ACCECH y ACCEEB.

k, (carbanato)/k, (SUA)
Conpuestos

AcCECH AcCEEB

Propoxur/I 6,8 >866

Carbaril/II 8,4 >560

Tsunacide/III 11,5 >70

HDC/IV 13,7 )6,5

HDC/V 25,2 )6,5

HDC/VI 47,8 )6,5

HDC/VII )64 )6,5
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A los fines de este trabajo, fue de interés buscar

evidencias experimentales de dicha ruptura en los SDAen estudio.

Se demostro entonces, la reactividad de la union N-S frente

a compuestos de interés biológico, conteniendo grupos -SH. La

reaccion del compuesto I con cisteina y glutatión mostro una

considerable tiólisis, para dar como productos de reaccion

propoxur y HDC (figura 25), los que fueron identificados y

cuantificados por cromatografía liquida de alta resolucion
(tabla ll). Los resultados obtenidos demuestran claralente la

reactividad de la union N-S frente a conpuestos sulfhidrilicos

tipicos de medios biológicos.

Esto representa una evidencia de la factibilidad de un

mecanismono enzimática, responsable de la activacion. Si bien

la activacion no enzimática producida por compuestos

sulfhidrilicos no ha merecido demasiados estudios, representa un
mecanismo reconocido en los fenómenos de intoxicación de

insectos por insecticidas. Comoejemplo conocido, tomemosel caso

del insecticida fosforado dibrom, que pasa a diclorvos (DDVP),el

cual es el causante de la lesion bioquímica primaria (34). Otro

ejemplo es la tralometrina, la cual es activada rapidamente por

los —SHpresentes en fluidos biológicos, para dar el

insecticida piretroide deltametrina (196). Otro caso demostrado

de activacion por -SH, mas cercano al postulado para los

compuestos en estudio, es el de los derivados sulfenilados de

carbamatos ya mencionado (165).
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Tabla 1 1 g Tz'ólisis de I para dar los carbanatos
de origen.

Reacción Z de ruptura para Z de ruptura
con: dar propoxur: para dar HDC:

Cisteina 17,6 +/-0,8 16,5 +/-0,9

Glutatíón 5,8 +/-0,9 7,6 +/-0,7

Los resultados son pronedio de tres deterninaciones
independientes +/-desviacíón estandar.



V-c-.‘2- Evidencias ".z'n Mitra)”

Los cocientes entre las k, de AcCECHy AcCEEBde los aril SDA

y sus precursores (tabla 12), indican una marcada selectividad de

la accion inhibitoria sobre enzima de mosca, en favor de los

aril SDA.

En la literatura se discuten diferencias estructurales entre

el sitio activo de AcCECH y AcCEEB, que explican la mayor

inhibición de la primera por insecticidas anticolinesterasicos
¡186). Estas variaciones estructurales entre enzimas de distinto

origen, sin embargo, no parecen ser factores determinantes en las

diferencias de inhibiCion de AcCEpor aril SDA, euidenciados a

traves de los cocientes presentados en la tabla 12.

Algunos autores mencionan que las mediciones "in vitro” de la

inhibición de AcCEpor sulfenil derivados de carbamatos, no

proporcionan una idea real de la capacidad inhibitoria de estos
derivados (161). En base a los resultados observados en V.c.1. se

supuso que la tiolisis que producirlan los -SH presentes en el

homogenato crudo de cabeza de mosca (que poseen una

concentracion muchomás alta que los de la solución de enzima

de eritrocito bovino purificado), liberaria los carbamatos

precursores, inhibidores muchomas potentes que sus derivados.

Se decidió entonces, analizar la posible ocurrencia de esta

tiolisis para los SDAen estudio. Para tal fin, se agrego la

mismaconcentración del compuesto II, utilizada para determinar

la k¡ sobre ACCECH, a un homogenato de cabeza de mosca,



Tabla 12: Cocientes entre kt medidas sobre ACCECHy ACCEEB
para arilcarbanatos y sus SDAderivados.

Compuesto k¡ ACCECH
k1 ACCEEB

Propoxur 12,5

I )1.600

Carbaril 8,2

II )548

Tsunacide 2,9

III )18
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pretratado con N-etilmaleimida. Se utilizó una concentracion de

N-etilmaleimida suficiente comopara bloquear parcialmente los

-SH presentes en el homogenato (162), pero dejando una actividad

acetilcolinesterásica remanente adecuada como para medir

posibles efectos inhibitorios del compuesto II. En estas

condiciones dicho compuesto no produjo inhibición medible.

Estos resultados sugieren la factibilidad del proceso de

activación tiolitico por -SH biológicos, comoasimismo que las

k. de SDA sobre AcCECH serian menores que las obtenidas

experimentalmente.

Lo expuesto aualaria el mecanismode activacion por ruptura

de la union N-S propuesto.

V-c-3- Evidencias "in vil/r)”

La cinética del proceso de intoxicación observada a través

de la mortalidad de insectos en funcion del tiempo, da idea de

los procesos involucrados en el fenomeno. Aquellos insecticidas

que requieren un proceso de activación, intoxican mas

lentamente que aquellos que no lo requieren (197).

En este caso, fue de interés comparar la velocidad de

intoxicación en moscas (seguida a traves del volteo de

insectos), entre l y su precursor, el propoxur. Las respectivas

velocidades, medidas por el número de insectos volteados en el

tiempo, se grafican en la figura 26. Como se observa, el

comportamiento toxicocinético de ambos compuestos es muy
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diferente. E1 propoxur, mostro un rápido y casi total efecto de

volteo inicial a la dosis ensayada (conportaniento tipico de

inhibidores directos de la AcCE), el cual fue revertido

parcialmente durante las 11 horas posteriores al tratamiento

(figura 26). En cambio el compuesto I, nostró un paulatino

incremento en la accion de volteo (comportamiento tipico de

proinsecticidas), durante las 4 horas posteriores al tratamiento,
no observandose recuperacion (figura 26).

Las diferencias observadas entre propoxur y el compuesto I

pueden ser adjudicadas al proceso de activación de I.

La cinética de penetracion a través de integunento,

podria ser considerada un factor importante en ¿a regulacion de

la velocidad de intoxicación. Sin embargo, dado que la

hidrofobicidad de los compuestos, no permite presumir

sustanciales diferencias, se puede suponer que este paso

ÉÜXICOCIHÉCÍCÜno aporta significativamente a la diferencia

comentada.

El posible efecto autosinergista del compuesto I (ei cual se

discutirá en el item V.d), podria ser un factor contributivo a

1a irreversibilidad del proceso de volteo observado. Ya fue

donostrado que el BP, en el caso de las intoxicaciones de

insectos con piretroides, impide 1a recuperación luego del
volteo inicial (198).

ki- cf._ ¡QCJ'É13:;.irïear"czjíisaac;
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Está ampliamente reconocido el sinergismo que el BP ejerce

sobre el efecto insecticida de carbanatos, a través del bloqueo

de la detoxicacion mediada por DFM.

En la tabla 5 se recopilan ias DLso de los SDA y sus

precursores cotratados con BP. En el caso de los aril SDA el

efecto sinergista del BP fue IUChOmenor que en sus precursores,

salvo en el caso del MDC que es el que incorpora el grupo

sinergoforo a la molécula. Esto queda demostrado con los

factores de sinergisno (F.S.) individuales y el cociente entre el

factor de sinergisno del precursor y su SDA derivado, que se

observan en la tabla 13. Estos resultados sugieren que el grupo

sinergoforo HDFgenera, tanto en la molécula del HDC como en

las de aril SDA,un autosinergismo que reduce o anula el efecto

similar que produciría el BP.

En el caso de los arilalquil SDA, el BP casi no produce

efecto sinergista sobre los precursores. De estos resultados

puede inferirse que la degradación nicrosoaal no juega un rol

importante en la toxicocinética de los carbamatos alquilicos en

insectos. Por tal razon en los correspondientes SDA, no tiene

sentido hablar de un fenoleno de autosinergisno sobre esta parte
de la molécula.

D”-ci..2?., .Irïi1;í¿9.í<:.icplw cie? ¿3frif
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los ari} SDAy sus

DLso
Compuesto (nanomoles/nosca) F.S. F.S.(carbanat0)

F.S.(SDA)
solo + BP

HDC 1,5 0,92 1,7 -——

Propoxur 2,8 1,2 2,3
1,6

I 0,51 0,37 1,4

Carbaril )995 0,85 >1.170
)344

II 2,6 0,77 3,4

T5umacide 40 3,5 11,4
3,9

III 0,95 0,33 2,9
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A los fines de justificar la hipótesis de autosinergismo, se

intentó establecer un posible efecto inhibitorio del HDC y sus

SUAderivados, sobre la degradación de carbanatos mediada por

DFM.Para tal fin, se toló como sistema modelo el carbaril, ya

que se trata de un insecticida cuya eficiente degradación por

ÜFHesta profusamente estudiada (199).

Se incubó naftil-J‘C-carbaril con homogenato de abdomen de

mosca y se determinaron, en algunos casos cuali y en todos

cuantitativamente por cromatografía en capa delgada, los

correspondientes metabolitos producidos. Para el fraccionamiento

subcelular y la separación cromatografica se reprodujeron

condiciones establecidas (50,58).

Conel objeto de evidenciar posibles inhibiciones del sistema

de DFMpor compuestos que poseen el grupo HDF, se comparó un

incubado control de naftil-‘4C—carbaril, con incubados similares

conteniendo BP, HDCy 50A.

El analisis cromatografico reveló por autoradiografia la

presencia de ocho lanchas (figura 27), cuyos R7 e identificación

tentativa lediante patrones, o por informaciones bibliográficas
(50) se recopilan en la tabla 14. Se identificaron:

l-naftol (A) (nediante patrón).
— S-hidroxi-I-naftil-N-netilcarbanato (D)

(por datos de R, bibliográficos).
- 4-hidroxi-1-naftil-N-Ietilcarbalato (E)

(por datos de R, bibliográficos).
- i-naftil-N-hidroxinetilcarbanato (F)



Piura 2: Autoradiografiaobtenidaa partir
de los metabolitos de 1‘C-carbari1
separados cronatograficanente.



Tabla 14.- Identidel carbá 1 .

Mancha Rf’ Identificación Metabolito
tentativa de DFH

A 0_52 1-naft01: N0

B 0,48 -- SI

C 0,34 carbaril2 N0

D 0,24 5-0H-carbar1’1J SI

E 0,17 4-0H-carbaril’ SI

F 0,14 N-OH-netilcarbaril’ SI

G 0,02 -- SI

H 0 -- SI

I: Eter etílico:hexano (4:1).

2:

3:

Identificación contra patrón.

Identificación por bibliografia (50).

135
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(por datos de R, bibliográficos).
Se observan también otros tres metabolitos NADPH

dependientes (B,G,H). El patrón de degradación metabólico

cualitativo obtenido es análogo al reportado por otros autores
tanto en mamiferos como en insectos (199). En la misma tabla se

informa la posible mediación de ÜFHen la formación de cada

metabolito, para tal fin, se tomó en cuenta si la formación del

metabolito es NADPHdependiente (200).

La radiactividad encontrada en cada mancha, revelada

autoradiograficamente, tanto en el incubado control comoen los

que se incluyeron inhibidores, se informa en la tabla 15. Los

valores de radiactividad de metabolitos del carbaril (tabla 15),

muestran que las concentraciones de aquellos NADPH

dependientes (B,D,E,F,G,H), resultaron deprimidas en presencia de

BP, HDC y SDA.

En la tabla 16, se recopilan los valores de dpm de los

metabolitos provenientes de DFM, de los metabolitos no

oxidativos, comoasimismo el porcentaje de degradación debido a

DFM y el de inhibición que sobre el mismo' producen los

mencionados inhibidores. Un análisis de la tabla 16 nos indica

la alta incidencia del metabolismo oxidativo en la degradación

del carbaril por moscas, comoya indicaron otros autores (57). En

la misma tabla se puede observar la elevada inhibición que sobre

este metabolismo provocan los MDF inhibidores ensayados. Estos

resultados sugieren, que tanto el HDCcomo el SDA se comportan

en forma análoga al BP, produciendo un efecto



77¿a¿9.1¿2 .Z:5.: me de las manchas obtenidas en Ia separación
cromatográfica de metabolitos del carbaril.

Carbaril Carbaril Carbaril Carbaril Carbaril
Hancha + NADPH sin + NADPH + NADPH + NADPH

NADPH + BP + HDC + II

A 919 911 1.056 991 1.140

B 977 694 787 735 613

C 68.756 70.652 75.450 76.889 79.889

D 813 233 580 448 490

E 1.294 298 580 594 562

F 642 239 372 425 396

G 1.101 357 587 579 524

H 533 280 409 470 41/

Acuosa 27.390 27.155 2;.096 18.892 18.290

Total 102.4?5 100.819 101.917 95.723 102.321

Z recup. 95,4 93,9 94,9 93.2 95,3

B+D+E+F+G+H 5.360 2.101 3.315 3.311 3.002

Z del total
que representan 5,23 2.08 3,25 3,31 2,93

B+D+E+F+G+H



Tabla 145-: Inhibición de OFHpor BP, HDCY SDA.

Control + BP + HDC + SDA

me de metabolitos 5.360 3.315 3.311 3.002
vxidativos

me de metabolitos 919 1.056 991 1.140
no oxidativo:

Z de degradación 85 76 77
debida a DFM

Z de inhibición de 0 40,4" 41,3" 42,8“
1a degradación por OFH (+/-2,2) (+/-3,2) (+/-1,3)

fi: Promedio de dos determinaciones independientes +/—desviación estandar.



autosinergista. Este autosinergiSIo estaria asociado tanto al

SDAtal cual cono a su probable producto de ruptura, el HDC, sin

descartar la posibilidad de que otros HDF netaboiitos también

ejerzan este efecto. En todos los casos el grupo sinergóforo

seria el HDF, cuyo nodo de acción inhibítoria sobre OFH ya se

discutiera en la Introducción.



RESUMEN Y CONCLUSION!
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En este trabajo se sintetizó una serie de aril y alquil SDA

aun no descriptos en la literatura, con la estructura general

observada en la figura 17, que nos nuestra al grupo

metilendioxifenil incorporado a la molécula como factor de

autosinergismo.

Los carbamatos precursores se sintetizaron a partir del fenol

o alcohol correspondiente e isocianato de metilo, purificandolos

por recristalización. Fueron caracterizados por sus puntos de

fusion o ebullición y espectros de RHN¡H (tabla 2, figura 20).

La sintesis de los SDAfue realizada a partir del HDC, SCI?

y un segundo carbamato. Cono segunda molécula carbalica se

utilizaron propoxur, carbaril, tsunacide, n-butil, n-octil,
lauril y cetil carbamatos.

Dada la similitud de los productos laterales de reacción con

el producto deseado, la purificación de este resulto compleja.

No obstante, mediante cromatografía en columna y en capa

delgada, se obtuvieron los compuestos buscados con un óptimo

grado de pureza.

Las estructuras se confirmaron por análisis elenental y

espectronetrias de resonancia magnética nuclear protónica y de

masas (figura 21, tablas 3 y 4).
Los SDAsintetizados mostraron una buena acción insecticida

determinada como DLso en moscas (tabla 5). En los arilalquil SDA

se observo una correlación lineal entre el aumento de la
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hidrofobicidad medida por el logaritmo del coeficiente de

partición octanol:agua (log P) y el decremento de la actividad

insecticida medida por la DLso en moscas (figura 24). Se obtuvo

una mejor correlación al utilizar los valores de log P

experimentales que al emplear el metodo de cálculo de log P a

partir del valor experimental del primer compuestode la serie.

Los aril SDAsintetizados presentaron una toxicidad variable

entre moderada y leve en ratones, mientras que los aralquil SUA

no causaron mortalidad en ratones a las altas dosis ensayadas

(tabla 7). Los derivados obtenidos muestran una aceptable

selectividad ya que en todos los casos su accion biocida es

notablemente mayor en insectos que en mamíferos. Es de destacar

que el elevado valor de los coeficientes de selectividad en

vertebrados obtenidos para l y III con respecto a sus precursores

propoxur y tsumacide (tabla 8). Estos resultados sugieren que la

derivatizacion conduce a compuestos de mayor selectividad que
los carbamatos comerciales involucrados en la sintesis.

Se supuso que los SDAmanifestarian su accion insecticida a

traves de tres pasos fundamentales (figura 28):

Ruptura de la union N-S promovida por -SH endógenos

(activacion).

Inhibición de la AcCE por los carbamatos precursores

productos de la ruptura (lesion bioquímica primaria).

- Inhibición de la accion detoxicante de las DFMpor los SDAy

los metabolitos de SDAque contengan el grupo sinergóforo HDF

(autosinergismo).
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Las evidencias experimentales que avalan el mecanismo

propuesto son:

a) Ruptura de los SDApor reaccion con grupos sulfhidrilos para

dar los carbamatos precursores (tabla 11).

b) Cinetica de intoxicación por SDA en moscas interpretable

como correspondiente a compuestos que requieren activacion

(figura 26).

c) Baja capacidad inhibitoria de AcCEpor los SDA(tabla 9). La

misma puede reducirse aún más al bloquear los -SH libres del

homogenato con N-etilmaleinida, impidiendo la formacion de los

carbamatos precursores.

d) Efecto sinergista del BP significativamente menor sobre SDA

que sobre sus precursores carentes de grupo sinergoforo (tabla
13).

e) Inhibición "in vitro” por SDA y HDC de la oxidación

degradativa de “C-carbaril mediada por DFM(tabla 16).

En base a lo expuesto, se puede afirmar que los nuevos

insecticidas sintetizados presentan interesantes y favorables
propiedades toxicologicas como la selectividad y el

autoSinergisno.

El caso de un autosinergismo previamente razonado en teoria

y llevado luego a la practica, posibilitando asi la
disminución de la cantidad de insecticida necesaria para el

control de una plaga, pretende ser un aporte encuadrado dentro de
la filosofia del diseño molecular de nuevos insecticidas más

¿MA
efectivos y selectivos.
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