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RESUMEN

El gorgojo del maiz, Sitophilus zeamais (Motsch., Coleoptera: Curculionidae) es una importante plaga primaria de
granos almacenados y sus productos derivados. Las infestaciones generadas por estos insectos son un problema grave que
genera pérdidas en la produccién y pone en riesgo la inocuidad del alimento (Sallam, 1999; Ferreira-Castro y col., 2012).
Los métodos tradicionales de control de plagas durante las operaciones de poscosecha se basan en la aplicacion de
plaguicidas sintéticos (Mejia, 2003; Abadia y col., 2013). Sin embargo, el surgimiento de variedades de plagas resistentes
a estos insecticidas (Matteson, 1995; Guerra-Pimentel y col., 2008), los riesgos de seguridad asociados a la aplicacion y
manipulacion de compuestos toxicos (Abadia y col., 2013) junto con la preocupacién por la posible contaminacion de los
granos con agroguimicos (Riley & Curtis, 1992) ha suscitado el recrudecimiento de las normativas nacionales e
internacionales con respecto a la utilizacidn de estos productos (Mejia, 2003; Abadia y col., 2013) y al surgimiento de
nuevas preferencias en el consumidor (Riley & Curtis, 1992).

Los bioplaguicidas formulados a partir de productos naturales, en cambio, tienen la ventaja de ser seguros para el
consumo Yy biodegradables (Isman, 2006; Rajendran & Skiranjini, 2008; Seiber y col., 2014). Se han reportado numerosos
compuestos fendlicos naturales con propiedades interesantes para ser empleados en el control de insectos plaga (por ej.
Obeng-Ofori y col., 1994; Arnason y col., 1997; Huang y col., 2002; Houghton y col., 2006; Wang y col., 2009). Para
determinar su potencial, seleccionamos 12 compuestos fenolicos naturales junto con 3 compuestos estructuralmente
relacionados y medimos su actividad como atrayentes o repelentes, su toxicidad aguda por contacto y su capacidad para
inhibir la enzima acetilcolinesterasa (AChE) in vitro de S.zeamais. Con estos datos intentamos determinar qué
caracteristicas estructurales de estos compuestos afectan las respuestas medidas mediante un analisis de estructura-
actividad cuantitativo (QSAR).

De los compuestos ensayados por su actividad como semioquimicos destacaron como atrayentes Guaiacol
(IR4oum = 77) y Eugenol (IRy 4, = 51). La mayoria de los compuestos atrayentes estan relacionados estructuralmente
con los fenilpropanoides. Ademas, las interferencias estéricas sobre el grupo Ph — OH Y la presencia de grupos aldehido
dentro de la molécula afectarian positivamente la capacidad atractiva. La actividad atrayente del compuesto Vainillina
(IR4oum = 25; IRy, = 28) estaria relacionado con la ecologia del insecto, el grano almacenado y organismos flingicos
(Kavitha y col., 2005). Los compuestos Timol, Carvacrol, Estragol y Anetol presentaron alta actividad repelente (—63 <
IR < —45), siendo Carvacrol el que mejor se desempefia a bajas concentraciones (IRg4um = —47). Nuestras
observaciones concuerdan con la hip6tesis de que la capacidad repelente esta afectada positivamente por la presencia de
funciones oxigenadas (Nerio y col., 2010) aunque la relacion estructura-actividad no ha sido aun completamente
esclarecida.

Los compuestos que presentaron mayor actividad AntiAChE fueron, en orden descendente: Carvacrol (IC5, =
19.4uM), Isoeugenol (ICsy = 235uM), Timol (ICs, = 964uM) y Eugenol (ICs, = 8016uM). La capacidad de inhibir la
enzima AChE parece estar relacionada con la capacidad del compuesto de interaccionar con estructuras de membrana en
las que se encuentra embebida dicha enzima y el tamafio de la molécula. EI mecanismo de accién para los fenoles
involucraria a distintas regiones de la molécula interaccionando con sitios reguladores sobre la superficie de la enzima
causando la obstruccion de la entrada al sitio activo.

Los compuestos no fendlicos Anetol, Estragol presentaron la mejor actividad insecticida por contacto (LCso =
41 umol/cm? y LCsq = 77 umol/cm?, respectivamente). Los compuestos fendlicos mas toxicos fueron Eugenol
(LCso = 158 umol/cm?) y Timol (LCsy = 196 umol/cm?), sin embargo ninguno presenta una toxicidad comparable a
los insecticidas de uso comercial. La capacidad insecticida de estos compuestos parece estar gobernada por la capacidad
del compuesto de alcanzar los sitios de accion, determinada por el valor de su pKa, y su capacidad de inhibir la enzima
AChE, de manera de ejercer un efecto neurotoxico.



ABSTRACT

The maize weevil, Sitophilus zeamais (Motsch., Coleoptera: Curculionidae), is a major pest of stored products and
its derivatives. The infestation caused by these insects poses great concern as it can thrill post-harvest grain losses and
fungal infections involving mycotoxigenic strains (Sallam, 1999; Ferreira-Castro y col., 2012). In such cases synthetic
pesticides are widely used as pest management methods (Mejia, 2003; Abadia y col., 2013). But, the emergence of
insecticide-resistant strains (Matteson, 1995; Guerra-Pimentel y col., 2008), the risks associated with handling and
application of toxic compounds (Abadia y col., 2013) and the public concern about the presence of agrochemicals in both
grains and food (Riley & Curtis, 1992), all together, had given rise to new legislation that limits the use of these products
on food production (Mejia, 2003; Abadia y col., 2013) as well as new trends in food consumption (Riley & Curtis, 1992).

Natural-derived pesticides, in the other hand, had the advantage of being recognized as safe for both consumers
and the environment (Isman, 2006; Rajendran & Skiranjini, 2008; Seiber y col., 2014). Natural-occurring phenolic
compounds, particularly, had been recently acknowledge as active molecules with interesting properties for the
management of entomological plagues (e.g. Obeng-Ofori y col., 1994; Arnason y col., 1997; Huang y col., 2002;
Houghton y col., 2006; Wang y col., 2009). In order to determine their potential, we selected a group of 12 natural-
occurring phenolic compounds with 3 other structurally-related compounds and quantify their semioquemical activity in
attraction-repellence essays, acute contact toxicity and neurotoxicity by in vitro acetylcholinesterase (AChE) inhibition
essay against S.zeamais. In addition we looked into the relation between structure parameters (descriptors) and bioactivity,
by QSAR analysis.

The best attractants were Guaiacol (IR4o,m = 77) and Eugenol (IRg 4,y = 51). Almost the entire groups of
compounds that exert attractive responses on S.zeamais were structurally-related with phenilpropanoids. Besides, steric
interference surrounding the Ph — OH group as well as the presence of aldehyde moieties within the molecule had been
positively associated with the attractiveness against this beetle. We also postulated a possible relation between the
attractive potential of Vanillin (IR40,m = 25; R4, = 28) and the ecology of stored-grain, the maize weevil and fungal
organisms (Kavitha y col., 2005).

Thymol, Estragole and trans-Anethole exert the higher repellence activity (—63 < IR4,m < —45) while
Carvacrol show the lowest IR’s value at the lowest concentrations measured (IRg 4, = —47). Our data agreed with the
hypothesis of oxygenated compounds being more active than hydrocarbons (Nerio y col., 2010) although the structure-
activity relationship hasn’t been completely elucidated yet.

Carvacrol, Isoeugenol, Thymol and Eugenol had the highest antiAChE activity (ICsy, = 19.4uM; I1C5y = 235uM,
ICsy = 964uM, ICso = 8016uM, respectively). The inhibition seems to be related with the ability of these molecules to
form interactions with regulatory sites placed on the enzyme’s surface, causing the obstruction of the active site.

The non-phenolic compounds trans-Anethole and Estragole were the most toxic molecules against the maize
weevil (LCsq = 41 umol/cm? and LCsg, = 77 umol/cm?respectively) while Eugenol (LCso, = 158 umol/cm?) and
Timol (LCsy = 196 umol/cm?) were the most toxic only among the phenolic compounds. Nevertheless none of the
molecules that were included in this research were even close to the toxicity of the synthetic organophosphates’
insecticides. The acute contact toxicity seemed to be governed by the capability of these molecules to reach critical sites
within the beetle’s body, determined by the pKa’s value, and their ability to exert neurotoxic effects by inhibit the AChE
activity.
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CAPITULO |

INTRODUCCION
GENERAL




En el mundo existen mas de mil especies de insectos que se alimentan, viven y se reproducen en productos
almacenados de la agroindustria (Rajendran, 2002) causando la pérdida del aproximadamente el 20% de la produccion
mundial de alimentos (Sallam, 1999).

Aproximadamente unas 250 de estas especies se encuentran presentes en el cono sur (Cubillos, 1983). A pesar
de que muchas veces puedan pasar desapercibidas debido a su pequefio tamafio, estos insectos son capaces de tolerar
condiciones mucho mas severas que sus analogos “silvestres” si consideramos que son capaces de desarrollarse sobre
un sustrato con un porcentaje de humedad minimo. Poseen ademas de la capacidad de alimentarse de una enorme
variedad de sustratos secos de origen tanto animal como vegetal y un estado adulto con un periodo de vida
notablemente prolongado, lo que sumado a su capacidad de reproducirse continuamente aun incluso bajo condiciones
desfavorables, e incluso sobrevivir largos periodos sin alimentarse, les confiere una capacidad de infestacion
inigualable. No es de extrafiarse entonces que muchas de estas especies tengan distribuciones cosmopolitas afectando
la produccién de granos y sus productos derivados en practicamente todos los ambientes imaginables (Lindsey, 1944).

Las especies de insectos que infestan productos almacenados existen desde que el hombre comenz6 a emplear
sitios de almacenamiento para sus cosechas, lo que puede remontarse hasta el Neolitico (Cubillos, 1983).A lo largo de
su historia han evolucionado para poder vivir y desarrollarse en las condiciones provistas por los granos de cereales de
importancia alimentaria tanto enteros como procesados, y en sus productos derivados durante la fase de
almacenamiento. La relacion entre el hombre y el desarrollo de las plagas ha sido tan intima que hoy en dia es casi
imposible encontrar poblaciones que existan y se desarrollen independientemente de los agroecosistemas (Lindsey,
1944).

La dinamica que sigue una plaga de esta naturaleza puede resumirse como sigue: en primer lugar el insecto
debe llegar al sitio de almacenamiento, ya sea por sus propios medios o0 en los mismos granos previamente a que se
lleve a cabo su almacenamiento en graneros, bodegas, silos, etc. Una vez dentro, si los individuos pueden tolerar las
condiciones de humedad y temperatura, tienen a su disposicion una gran cantidad de alimento que asegura su
multiplicacion y supervivencia. La actividad metabdlica resultante incrementa la humedad y temperatura del medio en
gue se desarrollan creando las condiciones para que otras especies de insectos de granos almacenados se multipliquen
en un proceso denominado facilitacion. EI fendmeno se va autocatalizando hasta que la humedad es propicia para la
violenta proliferacion de hongos que elevan ain mas la temperatura, haciéndola intolerable para los insectos que
emigran hacia otras fuentes de alimento. El grano queda destruido, disminuyendo la disponibilidad de alimentos y
ocasionando graves pérdidas (Cubillos, 1983).

A esta altura no deberia extrafiarnos que nuestra capacidad de desarrollar estrategias y técnicas para el control
efectivo de las plagas de insectos haya ido de la mano con el avance de nuestro entendimiento de la ecologia del
insecto y su relacién con las condiciones ambientales, la biologia del grano almacenado, la presencia de plagas
secundarias, etc.

El gorgojo del maiz, Sitophilus zeamais (Motschulsky)

El género Sitophilus, perteneciente al orden Coleoptera, familia Curculionidae, incluye especies de gorgojos
reconocidas como importantes plagas de granos almacenados y sus productos, como son el gorgojo del maiz,
Sitophilus zeamais (Motschulsky); el gorgojo del arroz, S.oryzae (L.) y el gorgojo del trigo, S.granarius (L.) (Fig. 1).

Evolutivamente estuvieron relacionados con especies que se alimentaban de granos silvestres cuya
distribucion habria abarcado una buena porcion de Eurasia y Africa, a pesar de que sus origenes geograficos pueden
no haber sido los mismos. Esto se deduce principalmente del hecho de que S.zeamais y S.oryzae pueden coexistir en
zonas tropicales y subtropicales, a pesar de que esta Ultima también se encuentra presente en zonas templadas,
mientras que S.granarius esta adaptada preferentemente a climas templados (Lindsey, 1944).

Sitophilus zeamais es uno de los principales insectos que ataca al maiz almacenado. Las pérdidas en la
produccion de granos debidas a este insecto a nivel mundial puede ser de hasta un 10% (Mejia, 2003). Se considera
una plaga primaria porque los adultos son capaces de horadar la cubierta del grano sano. De esta forma éstos quedan
totalmente perforados y practicamente huecos por lo que ya no son aptos para el consumo. Ademas genera pérdida de
poder germinativo y perdidas de peso que rondan el 4-5% aunque en grandes infestaciones puede alcanzar hasta un
30-40% (Food and Agriculture Organization, FAO, 2015).

Este gorgojo que alcanza los 3-5 mm de largo aproximadamente, presenta una coloracion café-castafio o
negra. Posee una cabeza prolongada en un pico o rostrum; alas oblongas y antenas acodadas en forma de maza; torax
alargado y conico hacia la cabeza y con puntuaciones ovales en su dorso. Morfolégicamente es practicamente
indistinguible de S.oryzae, y para su identificacion se requiere de un analisis de genitalia.
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Figura 1 - De izquierda a derecha: S.granarius (gorgojo del trigo), S.zeamais (gorgojo del maiz) y S.oryzae (gorgojo del arroz).
Fuente: Abadia y col., 2013, cortesia de la Canadian Grain Commission

Las hembras de S.zeamais practican un agujero en el grano entero, y dejan un solo huevo y lo sellan con un
fluido gelatinoso que luego endurece. Posteriormente nacen las larvas apodas que se alimentan en el interior del grano
hasta que se transforma en pupas. Cada hembra coloca entre 50 y 250 huevos durante el transcurso de su vida adulta,
los que eclosionan entre los 4 a 14 dias posteriores a la postura, dependiendo de la temperatura y humedad relativa del
ambiente (Sistema Nacional de Vigilancia y Monitoreo de plagas, SiNaViMo, 2016). La temperatura a la que se
desarrollan los huevos puede variar entre 15-35°C con un 6ptimo a 25°C y 10% de humedad (Brich, 1944; FAO,
2015).

Los estados de huevo, larva y pupa habitan dentro de tineles o cdmaras escavados dentro del mismo grano, y
por lo tanto estos estados no se observan normalmente. La larva vive entre 3 y 4 semanas, pasando al estado pupa
donde permanecera entre 8 y 10 dias mas hasta eclosionar como un adulto. Este ciclo puede concluir en
aproximadamente un mes en condiciones éptimas de temperatura y humedad, prolongandose a medida que la
temperatura disminuye. La vida del gorgojo adulto se prolonga por 7 a 8 meses, y a veces hasta un afio.
Estimativamente pueden llegar a producirse entre 6 y 7 generaciones por afio dependiendo de las condiciones
climaticas (Sallam, 1999; SiNaViMo, 2016). A diferencia de otras especies los adultos poseen habitos voladores, por
lo que comienzan su ataque en el campo, continuandolo luego en el almacenaje (Cubillos, 1983; Sallam, 1999;
SiNaViMo, 2016). Los ataques ocurren preferentemente sobre granos sanos y enteros, pudiendo localizarse en
cualquier parte de la masa de granos.

Contrariamente a lo que sugiere su denominacion, el gorgojo del maiz adulto también ataca granos de otros
cereales (trigo, arroz, avena, etc), subproductos de la molienda y productos elaborados (fideos, galletitas, pan blanco,
bizcochos); mientras que las larvas se alimentan exclusivamente de semillas de cereales (Cubillos, 1983; Sallam 1999;
SiNaViMo, 2016).

Se distribuyen en todo tipo de climas tropicales y subtropicales. El gorgojo S.zeamais, a diferencia de su
congénere S.oryzae es capaz de tolerar bajas temperaturas. En Argentina puede encontrarse mas que nada en el norte
(FAO, 2015). En Latinoamérica, debido al cambio climatico se teme que su distribucién pueda extenderse hacia el sur
a medida que algunas regiones se tornen mas calidas y himedas (SiNaViMo, 2016). Para una lectura mas detallada
sobre la biologia y la ecologia del gorgojo del maiz consultar el trabajo de B. C. Longstaff (1981), “Biology of the
grain pest species of the genus Sitophilus (Coleoptera: Curculionidae) : a critical review”.

Control Quimico
El dafio producido por las infestaciones de S.zeamais suele ser de dos tipos:

. Dafio directo, el cual es provocado por el consumo del grano, lo que causa pérdida de peso, reduccion de
poder germinativo, disminucién de la cantidad de nutrientes y de la calidad de comercializacién (Santos y col.,
1990);

. Dafio indirecto producto del calentamiento y la migracién de la humedad hacia los sitios de
almacenamiento (Appert, 1987; Mills, 1989; Okiwelu y col., 1987), lo que ademas facilita el asentamiento de
plagas secundarias, como insectos plagas capaces de alimentarse de grano dafiado (Tribolium castaneum (Herbst.)
y T. confusum (Jacquelin du Val) (Coleoptera: Tenebrionidae)) y microorganismos como bacterias y hongos
(Cravedi & Quaroni, 1982; Sauer y col., 1984; Magan y col., 2003).
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La contaminacion con insectos es un problema importante para el control de calidad de los granos
almacenados. El gorgojo al alimentarse no solo causa reduccion de peso y aumento del porcentaje de granos dafiados,
ademas los restos de insectos muertos, telas y deyecciones aumentan el porcentaje de materias extrafias en el granel
(Sallam, 1999; Mejia, 2003).

Las infestaciones por insectos generan condiciones propicias para el ataque de hongos plaga, produciendo
pérdidas tanto de caracteristicas cualitativas como cuantitativas (Cox & Collins, 2002; Cox, 2004; Lopez y col., 2006;
Rajendran & Skiranjini, 2008; Abadia y col., 2013). Se ha demostrado que los gorgojos del género Sitophilus actdan
como vectores de hongos, propiciando la infestacion (Ferreira-Castro y col., 2012): S.zeamais particularmente es
capaz de portar esporas de hongos como Fusarium verticilioides y Aspergillus flavus (Ferreira-Castro y col., 2012),
causantes de la podredumbre de la espiga de maiz en Argentina (Chulze y col., 2000) y principales productores de
micotoxinas en maiz (Miller, 2008). Por estas razones, los paises productores de cereales tienen normativas
especificas que regulan la presencia de insectos en el grano almacenado. En el caso de los productos destinados a
exportacion también se deben observar las normativas de calidad del pais destinatario. Particularmente FAO
recomienda que el porcentaje de granos de maiz atacados por gorgojos no debe superar el 1% antes de su
comercializacion (Mejia, 2003). En Argentina, por su parte, se encuentra prohibida la comercializacidn y exportacion
de granos con insectos vivos (Abadia y col., 2013).

El almacenamiento es la operacion poscosecha mas importante y critica para evitar perdida de la produccion.
Los productos cosechados experimentan periodos variables de almacenaje dependiendo de la demanda del mercado, el
tamafio de la cosecha y las necesidades del productor. Mientras mayor es el tiempo que dura el almacenamiento,
mayores son las probabilidades de que surja una plaga, si no se toman los recaudos apropiados. Esto obliga a los
productores a tomar numerosas medidas tanto para prevenir como para eliminar las distintas plagas que puedan
desarrollarse en el sitio (Sallam, 1999).

El control quimico de S.zeamais es una de las estrategias mas prevalentes empleadas actualmente a pesar de
no ser siempre eficaces (Mejia, 2003). Esta técnica se lleva a cabo mediante la aplicacion de insecticidas solidos como
organofosforados o carbamatos, y fumigaciones directamente sobre los granos almacenados utilizando bromometano o
fosfina (Fig. 2). El gorgojo es especialmente sensible a estos principios activos debido a sus efecto neurotdxicos
resultantes de su capacidad de inhibir la actividad de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) (Houghton y col., 2006).
Las practicas incluyen la aplicacién de insecticidas de forma preventiva antes del almacenaje ya sea sobre de las
instalaciones de almacenamiento o sobre el grano directamente, la aplicacion preventiva de insecticida sobre la parte
superior de silos luego del llenado y aplicaciones durante el almacenamiento para el control de plagas ya instaladas
(Abadia y col., 2013). En la mayoria de los casos el grano almacenado una vez tratado puede considerarse libre de la
plaga pero no siempre se previene la reinfestacién debido a que el estado de pupa tiene una baja sensibilidad natural a
algunos de estos insecticidas por lo que nuevos adultos pueden emerger para reiniciar el proceso (FAO, 2015).

Muchos paises en el mundo se han tornado paulatinamente menos tolerantes con la utilizacion de pesticidas en
convencionales en la produccién de alimentos por razones muy diversas. Algunos compuestos, por ejemplo, se han
prohibido por ser particularmente peligrosos durante las tareas de manipulacion y aplicacion (Matteson, 1995).
Podemos mencionar el caso del gas fosfina, extremadamente toxico tanto para insectos como para humanos y otros
animales, es también corrosivo y capaz de auto encenderse a concentraciones altas. Debido a su peligrosidad su
aplicacion conlleva numerosas medidas de precaucién para con los operadores y para evitar intoxicaciones
accidentales lo que implica complicaciones para el productor (Abadia y col., 2013).

La utilizacion de ciertos quimicos se ha discontinuado debido al riesgo que significa su liberacion accidental
en el ambiente:

o El gas fosfina, particularmente, debe aplicarse en recintos donde se asegure la hermeticidad ya que tiende a fugarse
hacia los alrededores afectando a los organismos de las inmediaciones (Abadia y col., 2013). Esto amerito, por
ejemplo, que en el afio 2016 se aprobara en nuestro pais la ley 27.262 que determina la prohibicién en todo el
territorio argentino del uso de plaguicidas fumigantes durante el transporte en camiones y vagones de granos,
productos y subproductos agricolas.

e El gas de bromuro de metilo o0 bromometano, un insecticida halogenado, actualmente ha sido prohibido a nivel
internacional por el Protocolo de Montreal por su relacién con la deplecidn del ozono estratosférico (Price, 1996).

e Los compuestos organofosforados son especialmente peligrosos debido a su gran poder residual ya que una vez en el
ambiente son persistentes o recalcitrantes en el suelo o en aguas superficiales (Matteson, 1995; Abadia y col., 2013).
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Figura 2 — Compuestos quimicos cominmente empleados como insecticidas en el control quimico de S.zeamais (Mots.). Se muestran ademas los
valores de Dosis Letal 50% (LDs,) utilizados como referencia toxicolégica para humanos. Fuente: Hojas de Seguridad (SDS) del producto.
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Otro problema a tener en cuenta es el fendmeno de la resistencia a insecticidas. EI nimero de especies plaga
de los sitios de almacenamiento que han desarrollado poblaciones con resistencia a uno 0 mas principios activos (entre
las que se incluyen las especies del género Sitophilus) viene en aumento desde la década de 1960 (Dyte, 1974). En
Argentina las primeras variedades de S.zeamais resistentes a insecticidas convencionales fueron reportadas en 1976
(Champ & Dyte, 1976). Mas recientemente se ha reportado la presencia de cepas de S.zeamais resistentes a fosfina en
algunas regiones de Brasil (Guerra-Pimentel y col., 2008).

El aumento de la dosis empleada no suele ser efectivo para solucionar este problema en el largo plazo.
Algunas economias, como la de Holanda y Dinamarca han restringido el uso de pesticidas como una forma de
mantener a su produccion agropecuaria competitiva, debido a que en algunos casos el abuso o0 uso irresponsable de
estos agroquimicos lleva al aumento de la resistencia de las plagas y esto aumenta los requerimientos de nuevas
aplicaciones en un bucle de retroalimentacion positiva que eleva innecesariamente los costos de produccion
(Matteson, 1995). La resistencia de una poblacion a un principio activo particular se han intentado afrontar utilizando
principios activos alternativos, lo que en ultima instancia ha favorecido el desarrollo de cepas con resistencia cruzada
0 multiresistentes (Dyte, 1974). La resistencia ha impulsado tanto el desarrollo de nuevos compuestos insecticidas
como la investigacion en la ecologia de las plagas y el desarrollo de estrategias de manejo innovadoras donde el
control quimico tradicional es visto como el ultimo recurso a emplear (Dyte, 1974)

La contaminacion de los granos por productos quimicos es otro aspecto que genera preocupacion. Se debe
tomar conciencia que los granos son alimentos que directa o indirectamente serdn destinados a seres humanos y/o
animales. La utilizacién de productos quimicos para el control de los insectos que también presentan efectos sobre el
ser humano pone en riesgo la inocuidad del grano si se exceden los limites maximos de residuos o si su aplicacion se
realiza incorrectamente o de forma irresponsable (Abadia y col., 2013).

Los granos deben estar ausentes de residuos de productos quimicos y bioldgicos ya que estos se manifiestan
hasta en el aceite o el alimento ya elaborado. La mayoria de los paises tienen normativas mas o menos estrictas sobre
el tipo de agroquimicos que se pueden utilizar y el contenido maximo que puede presentar el producto final. Podemos
mencionar, por citar algunos casos de relevancia, que la FAO recomienda que los residuos de pesticidas en el grano
almacenado no superen los 0,1 mg/Kg (Mejia, 2003) y en Argentina, el limite maximo de residuos de fosfina en
granos almacenados aprobado por Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA, Resolucion
934/2010) es de 0,1 mg/kg (Abadia y col., 2013). En el caso de los compuestos organofosforados como el Diclorvés
(DDPV) y el Clorpirifés, debido a su alta toxicidad, en Argentina la Administracion Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) prohibe su importacién, produccion, comercializacion y uso en
formulaciones de productos domisanitarios (Resoluciéon MSN 456/2009) y productos de liberacién controlada
(Disposicion N° 7292/98). En Argentina esta permitido que los granos tengan hasta 5 mg/Kg residuales de DDVP
(Abadia y col., 2013). En la Unién Europea, Estados Unidos y Canada el DDVP y otros compuestos organofosforados
se encuentran prohibidos, por lo que puede darse que una carga de granos de exportacién sea rechazada si se
encuentran trazas residuales de este compuesto (Matteson, 1995).

A todo esto debemos agregar el papel que juega el consumidor final de los alimentos dentro de la cadena
productiva. Sea real o injustificada, la percepcién de los consumidores sobre el riesgo que constituyen los pesticidas
en la seguridad de los alimentos puede traducirse en efectos importantes en el mercado. La preocupacion de los
consumidores con respecto a las practicas en donde se emplean agroquimicos ha escalado enormemente en los ultimos
afios y todo indica va a seguir aumentando en los préximos afios méas alla de que existan o no datos para apoyar o
desestimar la hipdtesis de que estos compuestos representen un verdadero peligro para la salud humana (Riley &

4



Curtis, 1992). Una buena parte de la demanda considera que los alimentos organicos o libres de agroquimicos son mas
seguros y saludables que los convencionales. Estd marcada tendencia en el mercado puede ser aprovechada por
aquellos productores que puedan adaptar su produccion a las nuevas exigencias.

Productos Naturales, Bioactividad y Manejo Integrado de Plagas

Es en este contexto mundial que surge el enfoque de Control o Manejo Integrado de Plagas (MIT) cuyos
fundamentos proponen incorporar diferentes estrategias y practicas de control para limitar el dafio de los insectos de la
forma méas econdmica posible, al mismo tiempo que preserva la inocuidad del grano y minimiza el impacto ambiental
y los productos naturales podrian jugar un rol importante en la persecucion de este objetivo (Casida & Quistad, 1998;
Abadiay col., 2013).

El metabolismo vegetal es capaz de producir una enorme variedad de compuestos quimicos. Los aceites
esenciales (AE’s) son mezclas diversas, que incluyen muchos tipos de moléculas generalmente poco polares. Como
resultado de este enorme repertorio de principios activos estas mezclas quimicas complejas son capaces de desarrollar
las mas variadas respuestas en amplio rango de sistemas bioldgicos, o que cominmente se denomina bioactividad. La
necesidad de reducir al minimo el impacto producido por la utilizacién de insecticidas (Abadia y col., 2013) ha
suscitado un gran interés en la utilizacion de productos naturales y derivados de extractos vegetales de origen natural
debido a su alta biodegradabilidad, disponibilidad a nivel local y baja toxicidad en mamiferos (Isman, 2006;
Rajendran & Skiranjini, 2008; Seiber y col., 2014).

Muchos extractos vegetales pueden afectar distintos aspectos de la ecologia de los insectos. Efectos ovicidas,
capacidad de inhibir la alimentacion, capacidad de repeler, esterilizar o incluso matar a estos organismos son ejemplos
de las bioactividades reportadas para algunos AE’s (Nawrot & Harmatha, 1994; Isman, 2000; Cox, 2004; Isman,
2006; Rajendran & Skiranjini, 2008).

Los gorgojos del género Sitophilus son de las especies de insectos mas estudiadas en cuanto a su respuesta
frente a distintos productos naturales (Rajendran & Sriranjini, 2008) de la que existe una extensa bibliografia (por
ejemplo Isman, 2000; Nerio y col., 2009; Wang y col., 2009; Conti y col., 2010; Conti y col., 2011; Athanassiou y
col., 2013; Bougherra y col., 2015 y Herrera y col., 2015a,b entre otros). Actualmente existen numerosos AE’s y
extractos vegetales con propiedades que podrian emplearse en el control de S.zeamais (FAO, 2015). Las estrategias
varian. Se han invertido grandes esfuerzos en encontrar principios activos capaces de elicitar el mismo efecto
producido por los insecticidas empleados actualmente en el control quimico de S.zeamais a través de inhibidores de
acetilcolinesterasa (AChE).

Actualmente somos capaces incluso de explotar lo que sabemos sobre la ecologia del insecto para el disefio de
sefiuelos y trampas (Cox & Collins, 2002). La asociacién e interrelacién entre plagas de insectos y/o microorganismos
y granos almacenados es considerada como un ecosistema de caracteristicas particulares (Sinha, 1973). Cada especie
de insecto puede vincularse a un nicho especifico dentro de este ecosistema, ya sean plagas primarias que atacan
granos enteros, plagas secundarias gque atacan grano partido e incluso plagas terciarias que se desarrollan sobre granos
infestados de hongos y microorganismos (Cubillos, 1983). Se ha demostrado en numerosos estudios que los insectos
fitdfagos son guiados por sefiales quimicas procedentes del sustrato-huésped en el proceso de seleccion de su fuente de
alimento (Phillips y col., 1993; Germinara y col., 2002; Zhang y col., 2003; Piesik y col. 2008). La identificacion de
estos semiogquimicos (compuestos producidos por una especie capaces de modificar el comportamiento de otra) ha
generado gran interés, principalmente por sus aplicaciones en el monitoreo y control de plagas (Phillips, 1997; Cox,
2004).

Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son una serie de quimicos estructuralmente derivados de la molécula de Fenol
(hidroxibenceno) caracterizados por presentar un grupo hidroxilo (—OH) unido a un anillo aromético tipo benceno
(Fig. 3). Entre las propiedades quimicas comunes a esta familia podemos mencionar que son miscibles en la mayoria
de los solventes organicos y parcialmente solubles en agua a temperaturas bajas, actlan como antioxidantes y tienen
un una acidez relativamente mas alta que los alcoholes alifaticos de mismo peso molecular (Rappoport y col, 2003).

Pese a que son mejor conocidos por ser derivados de combustibles fdsiles, son productos naturales
ampliamente distribuidos en la biosfera. Sin ir mas lejos, el compuesto Fenol, materia prima importante para la
sintesis de muchos productos quimicos industriales, puede hallarse en la naturaleza formando parte de polimeros de
lignina, del AE de tabaco (Nicotiana tabacum, Solanaceae) y de agujas de pino (Pinus sylvestris, Pinaceae), y como
producto de excrecidn en orina de mamiferos (Rappoport y col., 2003; Tyman y col., 1996).

Los fenoles naturales tienen una gran potencialidad para aplicaciones en el control de plagas de insectos.
Pueden actuar como feromonas de insectos como es el caso de Fenol y Guaiacol, para las especies de ortopteros
Locusta migratoria y Schistocerca gregaria (Orthoptera: Acrididae) (Fuzeau-Braesch y col., 1988; Obeng-Ofori y
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col., 1994). Algunos compuestos fendlicos producidos naturalmente por los granos sanos de maiz han sido asociados a
la resistencia al ataque de S.zeamais (FAO, 2015). El contenido de &cidos fendlicos, como acido p-Cumarico, acido
Caféico, &cido trans-Ferulico y Vainillina, presentes en el grano de maiz esta relacionado con el aumento de la dureza
del pericarpo y las paredes del endosperma; y se ha demostrado que afecta negativamente al desempefio de S.zeamais
en parametros como el nimero de huevos en cada puesta, el nimero de individuos que alcanzan el estado juvenil y
pérdida de peso en el grano atacado (Arnason y col., 1997).

Muchos fenoles presentes en los AE’s pertenecen a la familia de los monoterpenoides (metabolitos
secundarios de plantas derivados de la polimerizacion de dos unidades de isopreno). Debido a su caracter apolar son
potencialmente capaces de interferir con la fisiologia de aquellos insectos de habitos fitéfagos (Brattsten, 1983). Existe
un gran nimero de trabajos que indican que este grupo de compuestos tienen propiedades insecticidas debido a su
capacidad de inhibir la actividad de la enzima AChE (Houghton y col., 2006) asi como propiedades repelentes (por gj.
Wang y col., 2009).

Monoterpenoides fendlicos como el timol, carvacrol (Fig. 4), p-cymeno, eugenol e isoeugenol, presentes en
los AEs de plantas aromaticas como tomillo (Thymus sp. L., Lamiaceae), orégano (Origanum vulgare L., Lamiaceae),
clavo de olor (Syzygium aromaticum(L.) Merr. & L.M.Perry, Myrtaceae) e ylang-ylang (Cananga odorata Hook.f. &
Thomson, Lamiaceae) respectivamente, presentan actividad insecticida, segun describen diversos autores (Rice &
Coats, 1994°"; Grodnitzky & Coats, 2002; Huang y col., 2002; Kordali y col., 2008;Yeom y col., 2012; Ortega-
Nieblas y col., 2014; Ziaee y col., 2014, respectivamente).

En este trabajo nos propusimos estudiar el potencial de 15 compuestos fenolicos presentes naturalmente en
AFE’s y extractos vegetales, y compuesto relacionados, para aplicaciones relacionadas al control de S.zeamais e
intentar dilucidar qué caracteristicas estructurales de esta familia quimica estan relacionadas con su bioactividad.

OH _A._ _-OH
” ZA “ o
I{ ~ ( H R
Figura 3 - Compuesto fendlico genérico. Figura 4 — Dos compuestos fenolicos, Timol y su isémero Carvacrol.
Extraido de Rappoport y col., 2003. Extraido de Rappoport y col., 2003.
OBJETIVOS

Objetivos Generales

Estudiar el potencial de los compuestos fenélicos naturales como bioplaguicida y semioquimicos del gorgojo
del maiz, Sitophilus zeamais (Motsch.), e identificar caracteristicas estructurales dentro del grupo de compuestos
fendlicos correlacionadas con las respuestas elicitadas por estos.

Objetivos especificos

= Evaluar el efecto atraccion/repelencia de los compuestos fendlicos sobre la conducta de S. zeamais.

= Determinar la actividad insecticida por contacto de grupo de compuestos fendlicos contra S.zeamais.

= Evaluar el efecto de los compuestos fendlicos sobre la actividad de la enzima acetilcolinesterasa del insecto.
» Realizar un estudio QSAR, para obtener un modelo matematico de correlacion con las actividades medidas.

MATERIALES

El modelo de estudio fue el gorgojo del maiz, Sitophilus zeamais (Motschulsky, Coledptera: Curculionidae),
una plaga primaria que se alimenta de granos sanos de maiz generando pérdidas durante la fase de almacenaje y
ensilado. Se utilizaron individuos adultos, de 2 semanas de edad aproximadamente, de ambos sexos, criados a 28 +
2°C y 70 + 5% de humedad relativa, en continua oscuridad, en contenedores plasticos con una dieta a base de granos
de maiz enteros libres de insecticida.

Los compuestos destinados a ser ensayados incluyeron 15 moléculas estructuralmente relacionadas entre las
cuales encontramos al Fenol; 11 compuestos fendlicos, como son o-Cresol, m-Cresol, p-Cresol, Timol, Carvacrol,
Guaiacol, Creosol, Eugenol, trans-Isoeugenol, Vainillina y Acido trans-Ferulico; 2 alcoxibencenos, trans-Anetol y
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Estragol; y un hidrocarburo aromatico, el compuesto p-Cimeno (Fig. 5) (ver Anexo I). Todos los estdndares para
analisis fueron adquiridos de Fluka-Kahlbaum-Germany. Los compuestos empleados para ensayos de inhibicion
enzimética, Reactivo de Ellman (DTNB) y yoduro de acetiltiocolina (AThChl), fueron adquiridos en Sgma-Aldrich

(ver Anexo I).
Como controles positivos de inhibicion enzimética y actividad enzimatica se utilizaron, respectivamente,

Clorpirifos y Diclorvos, insecticidas de amplio espectro disponibles comercialmente (ver Anexo I). Otros solventes y
soluciones buffer se encuentran caracterizados apropiadamente en los capitulos siguientes.

OH OH OH OH
Fenol o-Cresol m-Cresol p-Cresol
OH OH
p-Cimeno Timol Carvacrol
OH OH OH
0
~ °< o
~
0
Guaiacol Creosol Vainillina
OH OH OH
™~ ™~
N g ™~
= A
AN
HO 0
Eugenol trans-Isoeugenol Acido Ferdlico trans-Anetol Estragol

Figura 5 — Compuestos fenolicos y derivados de origen natural, en rojo se destacan las funciones oxigenadas.



CAPITULO I

ACTIVIDAD COMO
SEMIOQUIMICO




La percepcion de sefiales olfativas es de gran importancia para la ecologia de S.zeamais porque esta
involucrada en los patrones de comportamiento mas importantes como son la alimentacién, la oviposicion y la
basqueda de pareja, entre otros. Los insectos fitofagos generalmente utilizan estos semioquimicos volatiles
procedentes de la especie vegetal de la que se alimentan o alguna de sus estructuras, como semillas o flores, en una o
mas fases de proceso de invasion (Phillips y col., 1993). Estos compuestos pueden actuar indicandole al insecto la
presencia de una fuente de alimento proxima (actividad atrayente) o bien como una sefial de que el sustrato no es apto
para su consumo (actividad repelente) (Collins y col., 2007). Estudios en S.zeamais demuestran que la presencia de
volétiles producidos por el sustrato de alimentacion actda como una sefial que favorece la agregacion (Walgenbach y
col., 1987).

En la investigacion sobre el manejo de plagas las técnicas olfatométricas son comunmente empleadas en el
estudio del comportamiento de insectos. Estas técnicas se emplean especificamente para medir respuestas frente a
estimulos producidos por compuestos volatiles. Los datos obtenidos en estos ensayos pueden luego utilizarse en el
desarrollo de repelentes de insectos e incluso sefiuelos quimicos, entre otros. Por esta razon, como parte del estudio se
midid la respuesta conductual tipo atraccion/repelencia del gorgojo S.zeamais frente a distintos compuestos fendlicos.

METODOLOGIA

Los experimentos fueron llevados a cabo mediante una técnica de olfatometria a dos vias de acuerdo a
metodologia descripta por Herrera y col. (2015a,b):

. El olfatometro a dos vias consta basicamente de dos cAmaras selladas unidas por un pasillo. Se emplearon
dos erlenmeyer de 250 ml cada uno para las cdmaras, conectados mediante un tubo de vidrio de 30cm de largo y
1cm de didmetro a modo de pasillo (Fig. 6). En el tubo se praticé una pequefia abertura de 1x1 cm en un punto
medio equidistante a los dos erlenmeyers para introducir los escarabajos dentro del sistema.

. Se colocaron en cada camara un papel de filtro de 1x1cm impregnado por la cantidad necesaria de
compuesto a ensayar. La concentracion del tratamiento se refirié en unidades de pmol de compuesto por litro de aire
dentro de la cAmara (uM). Los controles fueron inoculados con una cantidad equivalente de solvente (Acetona o n-
Hexano).

. Los extremos del tubo se introdujeron ajustadamente a través de sendos orificios realizados en tapones de
goma que fueron colocados en las bocas de los erlenmeyers de manera que ambas cAmaras quedasen asi conectadas.
La zona de unién erlenmeyer-tapén se sell6 luego de la inoculacién aplicando film, para evitar la fuga de gases y
asegurar las condiciones de hermeticidad.

. Un grupo de aproximadamente VEINTE (20) insectos mantenidos en condiciones de inanicion por al
menos 12h se colocaron en el centro del pasillo a través de la abertura central, que posteriormente fue sellada para
evitar que los insectos escapen.

. El sistema se incub6 en oscuridad por 2h a 28°C y 60+5% humedad relativa. Los insectos pudieron
deambular libremente por el pasillo pero una vez ingresados a una cdmara no es posible su retorno. Al final del
periodo de incubacién se registraron el nimero de insectos en cada camara: los que optaron por la via que
presentaba la sefial olfativa y los que optaron por la via sin tratamiento.

. De manera de obtener un panorama abarcativo de la actividad de estos compuestos se midieron tres
concentraciones 40 uM, 4 uM, 0.4 uM (5500 ppb, 550 ppb y 55 ppb respectivamente). Cada concentracién se
realiz6 al menos por quintuplicado.

. Se utiliz6 &cido propidnico como control positivo de repelencia; Vainillina como control positivo de atraccién
(Germinara y col., 2008; Phillips y col., 1993); Hexano o Acetona como solventes para diluciones y como controles de
independencia (Herrera y col., 2015a,b).

. El compuesto Ac. Fertlico no pudo ser ensayado debido a su baja solubilidad en el solvente empleado.
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Figura 6 — Diagrama esquematico de un olfatémetro a dos vias. Un cierto nimero de insectos (N) son depositados en el centro de un tubo de
vidrio sellado que tiene a izquierda y derecha dos cdmaras, una de las cuales contiene el compuesto de interés volatilizado en una concentracion
conocida. Un cierto nimero de insectos se dirige hacia la camara con el tratamiento (T) mientras que otro grupo se dirige hacia la camara sin
tratamiento (C).



ANALISIS

El objetivo es poder discriminar y cuantificar estas dos conductas. Para ello se calculé un indice de respuesta
(IR) segun los descripto por Philips y col. (1993). Se compara la diferencia entre la cantidad de insectos que
responden al tratamiento entrando a la camara donde se inocula la sefial olfativa (T) y la cantidad de insectos que se
dirigen en sentido contrario al estimulo olfativo (C) en funcién de la cantidad total de insectos liberados dentro del
olfatdbmetro (ec. 1). Este indice toma valores entre 100% y -100%, valores positivos indican atraccion y valores
negativos, repelencia.

T
IR =

C
x100% (ec.1)

La significancia de cada ensayo fue evaluada utilizando una prueba T bajo la hip6tesis nula Hy: IR # 0, con
un nivel de significancia de p < 0,05 (Philips y col., 1993). Cada ensayo esta respaldado por un sistema de doble
control. El erlenmeyer enfrentado al tratamiento al que Unicamente se inocula solvente funciona como un blanco para
poder contrastar la tendencia de comportamiento de los insectos. Ademas, cada tanda de olfatdmetros se encuentra
asociada a un olfatometro al que no se le inocula ningun principio activo, denominado control de independencia, que
se ve afectado por las mismas condiciones ambientales y experimentales que los olfatometros donde se testean
compuestos volatiles. Este control, en principio, no deberia presentar una diferencia significativa en la preferencia de
los insectos por uno u otro compartimento (independencia de la direccidn). Esta independencia de la direccion se
cumple efectivamente si consideramos los valores medios de numerosos ensayos, observandose variaciones puntuales
de mayor o menor cuantia.

Suponiendo que estas variaciones reflejan en parte los efectos estocasticos e influencias externas que podrian
haber afectado el experimento se disefié e implementdé un método de normalizacién de datos como parte de otro
proyecto de investigacion (Rodriguez y col., 2016). Empleando andlisis estadistico de procesos (Graficos de Control),
se identificaron patrones de variacion no aleatorios debido a causas especificas dentro de los valores de IR medidos en
los controles de independencia.

Sobre aquellos ensayos donde fue posible asignar causas especiales de variacion se descont6 la variacion del
Control de independencia de los valores medidos de IR para los ensayos de compuestos volatiles asociados a dicho
control mediante la siguiente expresion (ec. 2).

T I c D
(- \_(Z__= 0
IRe [(N nNn) (N nNn)] *100% (ec.2)

El valor del indice de respuesta corregido (IR.) depende del comportamiento observado en los insectos del
control del independencia ponderado por el nimero total de olfatdbmetros presente en la tanda (), y el nimero total de
insectos dentro del olfatometro (N,,), donde I representa el nimero de insectos que se encontraron en la cdmara
izquierda; D el nimero de insectos’.

Analisis Cualitativo

En nuestro trabajo no fue posible llevar a cabo un estudio de la relacién Estructura-Actividad cuantitativo
(QSAR) para los datos de Atraccién/Repelencia medidos debido principalmente a:

= Falta de una clara dosis-dependencia en los datos medidos o tendencia observable que nos permitiera obtener
medidas de resumen cuantitativas.
7 - - _p= - - - 2
= Pérdida de sensibilidad debido al alto porcentaje de insectos que no presentaron respuesta“.
= Variabilidad excesiva de los datos, a pesar de los esfuerzos por reducir esta mediante normalizacién de datos®.
= Numero relativamente bajo de ensayos que presentasen una respuesta estadisticamente significativa, e incluso
los que si tuvieron una respuesta significativa tuvieron p-valores relativamente altos.

Sin embargo, para enriquecer nuestro andlisis llevamos a cabo un estudio cualitativo utilizando un Anélisis de
Conglomerados en donde, utilizando el juego de datos para las tres concentraciones medidas junto con el valor de los

La ec. 2 se encuentra desarrollada en el caso de que el IR, se encontrase con el erlenmeyer tratamiento orientado hacia la
izquierda.

“Este problema también se ha reportado en otros estudios similares con el gorgojo del maiz (Bedini y col., 2016) y no parece ser
exclusiva de la especie sino mas bien es un inconveniente asociado a las técnicas olfatométricas.

®La sobre dispersion de los datos parecer ser un problema com(n a todas las técnicas olfatométricas en insectos (Davison &
Ricard, 2010).



predictores obtenidos para cada compuestos (Capitulo V), mostramos las relaciones que existen entre los diferentes
tipos de actividad elicitados por los compuestos (Fig. 7). Para el anélisis se considerd que aquellos compuestos que
tenian un valor de IR, no significativo tienen indice de respuesta igual a CERO (0) y se excluy6 al o-Cresol por no
elicitar una respuesta significativa a ninguna concentracion.

RESULTADOS

Para los ensayos de independencia no se observo una tendencia significativa para ninguna direccion en los
valores medios medidos a lo largo de todos los experimentos (p < 0,0001). Sin embargo se observaron desvios
puntuales significativos en 12 de las 46 tandas de experimentos realizadas. Se aplicé la correccion para el valor de IR
en datos correspondientes a los compuestos Timol, Carvacrol, Isoeugenol, o-Cresol, p-Cresol, Creosol, Vainillina y
Fenol. Con esto se logrd una reduccion de la variabilidad de los datos de 6,03 + 0,05 puntos porcentuales de IR
promedio sobre el desvio estandar de los datos.

No se observé un comportamiento de dosis-dependencia claro en las observaciones. Segun el tipo de
comportamiento/respuesta observado podemos agrupar los compuestos en 3 categorias (Tabla 1).

Repelentes

Esta categoria incluye los compuestos Fenol (IR4,y =-33), p-Cresol (IR4,m = —41), p-Cimeno (IR4oum =
—40), Timol (IR4oum = —63), Estragol (IR4oum = —46) y Anetol (IR4o,m = —54). Estos presentan actividad
repelente o no significativa a todas las concentraciones medidas (/R < 0). La mayoria de estos compuestos
evidenciaron un comportamiento dosis-dependiente: a medida que aumentamos su concentracion el valor de IR
disminuye a excepcion del fenol que presenta dosis dependencia inverso, mostrando una mayor capacidad repelente a
bajas concentraciones. Los compuestos o-Cresol, Estragol, Anetol no presentan actividad apreciable a bajas
concentraciones.

De todos los compuestos, los dos éteres fenolicos, Anetol y Estragol, fueron los compuestos que elicitaron la
respuesta mas consistente (p < 0.001). La respuesta de S.zeamais frente a estos compuestos fue recientemente
estudiada también por Bedini y col. (2016) donde se observd una clara actividad repelente® por parte de ambos,
aunque Estragol fue reportado como levemente mas repelente que su isémero. EI compuesto Timol presento la
capacidad repelente mas alta (IR40,y = —63). Este es un conocido repelente de otras especies de insectos (por ej.
Park y col., 2005; Toloza y col., 2006). El hidrocarburo aromatico p-Cimeno también tuvo un buen desempefio como
repelente a altas concentraciones (IR4o,m = —40) comparable a lo publicado por Caballero-Gallardo y col. (2011) en
ensayos de repelencia realizados frente a Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae).

Carvacrol presento la mejor capacidad repelente a la concentracion mas baja ensayada (/R 4, = —47%). Este

compuesto también fue caracterizado como repelente para la especie T.castaneum, aunque a concentraciones
relativamente altas (Caballero-Gallardo y col., 2011).

Atrayentes

En esta categoria entran los compuestos fenolicos Eugenol, Isoeugenol, m-Cresol, Guaiacol, Vainillina y
Creosol. Estos actlan como atrayentes a ciertas concentraciones (IR = 0) e inactivos a otras concentraciones. Tanto
Isoeugenol como Guaiacol parecen presentar dosis-dependencia. EI Guaiacol fue el compuesto que mejor capacidad
atrayente presentd (IR4o,m = +77%). Sin embargo el compuesto Eugenol presenté una fuerte atraccion (IRg 4um =
+51%) a la concentracion mas baja ensayada lo que le confiere un enorme potencial para aplicaciones como la
construccion de sefiuelos. EI compuesto Eugenol también ha sido caracterizado como atrayente de otras especies de
insectos como Popillia japonica (Coleoptera: Scarabaeidae) y Diabrotica barberi (Coleoptera: Chrysomelidae) (Ladd
y col., 1983).

Mixtos

Presentan actividad atrayente o repelente dependiendo de la concentracion. En este grupo encontramos al
Carvacrol. Este comportamiento al parecer no es tan inusual: anteriormente en estudios similares en el gorgojo
S.granarius se observO que esta especie es capaz de detectar y responder de forma diferencial frente a distintas
concentraciones de un mismo compuesto siendo el caso mas comun aquellos compuestos que actlian como atrayentes
a bajas concentraciones y como repelentes a altas concentraciones (Germinara y col., 2008).

*Los autores también reportan cierta actividad atrayente para Anetol a bajas concentraciones que no fue observada en nuestro
estudio (Bedini y col., 2016).
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Tabla 1 — indice de Respuesta (IR)

Concentracion

Compuesto 40 uM 4uM 0.4 uM
Fenol (-11) +6 %*(c) (-33) +*6%*(c) (-26) *9%™*(c)
Timol (-63) +10 %> (c) (-62) +8%*(c) (-29) *7%*(c)
Carvacrol (-6) %9 % (c) 26  £6%* (-47) =17 %* (c)
Eugenol (-3) =4 % (-6) 7% 51  £11 %**
Isoeugenol 30 6 %* (-9 +12% 9 +11 % (c)
p-Cresol (-11) *12%(c) (-41) £11%*(c) 22 +17 % (c)
m-Cresol 27  +5%* 11 £3%* 21 +5%**
o-Cresol (-26) =25%(c) 0) x£19% 0 5%
Estragol (-46) £ 10 %*** (-34) +14 %** 3 +11%
Anetol (-54) £ 12 %*** (-43) +8 %*** 5 +16 %
Guaiacol 77 £10 %** 34 £17% 3 +11%
Vainillina 25  +8%*(c) 28  +9%*(c) (-20) +22% (c)
Creosol 12 +21% 52 +12%*(c) 29 +8%**(c)
Ac. Fertlico - - -
p-Cimeno (-40) +9 %** (-26) +8 %** 23 +11%

Referencia: Datos corregidos (c); valores significativamente diferentes de cero,* p < 0,05
; **p < 0.01; *** p < 0.001. Repelentes (amarillo); Atrayentes (azul); y Mixtos (verde).

Analisis Cualitativo

En el grafico podemos observar que tanto los compuestos atrayentes como los compuestos repelentes se

agrupan separadamente en el dendrograma formando dos bloques (Fig.7).

Los compuestos Anetol; Estragol y p-Cimeno, que se consideran outgroups ya que carecen del grupo - OH
sustituido sobre el anillo aromatico, se agrupan tempranamente en la base del arbol. Estructuralmente ademas son
compuestos relativamente mas volatiles que los fenoles debido a la imposibilidad de formar interacciones tipo puente
hidrégeno. La caracteristica de este grupo es una fuerte repelencia a altas concentraciones e inactividad a bajas.

B v w— — — — —

Carvacrol
Timol
p-Cresol
Fenol
p-Cimeno
Estragol

Anetol

0,00

T
0,73

1,45

T

-
4

19

293

Figura 7 — Dendrograma del analisis de conglomerados (Distancia Euclidea) para actividad
atraccion/repelencia. Los célculos se realizaron utilizando el software estadistico Infostat (Di
Rienzo y col., 2016).
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Cercanamente se asocian con p-Cresol y Fenol, compuestos fendlicos estructuralmente simples. La principal
diferencia de esta dupla con respecto a los demas compuestos es que presentan un grupo - OH totalmente libre de
interferencias estéricas, ya que no poseen sustituyentes en posiciones meta u orto. Se caracterizan por ser repelentes
suaves a bajas concentraciones. Finalmente se asocian los dos isémeros Timol y Carvacrol formando un gran bloque

de compuestos repelentes. EI primero es un buen repelente a diversas concentraciones mientras que el segundo lo es
solo a bajas concentraciones.

El resto de los compuestos son considerados atrayentes y se engloban en el gran bloque superior, que incluye
m-Cresol; Vainillina; Isoeugenol; Guaiacol; Eugenol y Creosol. De estos m-Cresol es un atrayente suave en todo el
rango de concentraciones; mientras que Vainillina, Guaiacol e Isoeugenol son atrayentes a altas concentraciones y
Eugenol lo es solo a bajas concentraciones.
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CAPITULO Il

ACTIVIDAD
INSECTICIDA




Los estudios de la actividad insecticida de productos naturales se realizan en periodos cortos que generalmente
no superan las 96 hs de exposicion (Korunié¢ y col., 2008) con el objeto de determinar los efectos de una dosis Unica y
muy elevada de una sustancia. Al efecto producido por un compuesto quimico sobre un organismo en un periodo corto
de tiempo luego de la exposicion a dicha sustancia se le denomina toxicidad aguda, contraria a la toxicidad crénica
donde se mide el efecto en periodos suficientemente largos.

En los experimentos de toxicidad aguda generalmente se mide la mortalidad como unico efecto de
importancia. La razon por la cual se llevan a cabo en periodos cortos tiene que ver con parametros de disefio donde se
prefieren sustancias que produzcan efectos en el corto plazo, y preferentemente a bajas concentraciones.

Los compuestos fendlicos carecen de una presion de vapor lo suficientemente alta a temperatura ambiente
como para funcionar como insecticidas fumigantes efectivos (Rajendran & Sriranjini, 2008) por lo que lo mas
apropiado es medir su capacidad insecticidas por via del contacto directo. La cuticula del insecto permite la adsorcion
el compuesto (Wigglesworth, 1942; Dresden & Krijgsman, 1948) debido al caracter apolar de los fenoles (Rappoport
y col, 2003). El compuesto alcanza luego el sistema nervioso central y otros 6rganos diana a través del sistema de
traqueas (via mas rapida), nervios periféricos, la hemolinfa, etc (Gerolt, 1969; Gerolt, 1983).

METODOLOGIA

Los ensayos de toxicidad por contacto se llevaron a cabo mediante la técnica descripta por Zunino Yy col.
(2012):

=  Un grupo de insectos se mantuvo dentro de una cdmara cerrada sobre una superficie absorbente
impregnada con el compuesto de interés.

= Se utilizaron cépsulas de Petri de 9 cm de didmetro, de vidrio y discos de papel de filtro de 58 + 2 cm
como superficie absorbente. La concentracién del ensayo se expresé en pmol de compuesto por cm? de superficie
absorbente.

] Los solventes, n-hexano y acetona, se utilizaron para vehiculizar los compuestos. Se aplicaron alicuotas
de 0.6 ml de la dilucién con distintas cantidades segln la concentracién, excepto los controles a los que se aplicd
el solvente puro.

] Después de evaporado el solvente durante 2 minutos, se introdujeron al sistema grupos de 10 insectos.
Las cépsulas de Petri fueron colocadas a 28+2°C y 60+5% de humedad relativa.

" La mortalidad se midi6 después de 24 h consideradas a partir del comienzo de la exposicion (Mondal &
Khalequzzaman, 2010). Cada concentracion se ensay6 al menos por quintuplicado.

ANALISIS

Los datos de toxicidad aguda suelen presentar una clara dosis-dependencia cuando se grafican datos
de concentraciones o dosis empleadas frente al porcentaje de mortalidad observado. Como medida de resumen
se suele utilizar como parametro la concentracion a la cual el 50% de la poblacion dentro del experimento
perece, denominado concentracion letal cincuenta (LCs).

2

Este pardmetro se estimé mediante un andlisis de regresion tipo Probit, con un nivel de significancia
de p< 0.05 (Mondal & Khalequzzaman, 2010; Yang y col., 2011) utilizando el software estadistico Infostat (Di
Rienzo y col., 2016). La cantidad y magnitud de las concentraciones medidas varié para cada compuesto
dependiendo del nivel de toxicidad de cada uno y el nivel de ajuste requerido por el analisis Probit. Las
concentraciones ensayadas abarcaron un rango desde 30 pmol/cm® hasta 900 pmol/cm?.

RESULTADOS

La toxicidad del insecticida comercial Clorpirifos contra S.zeamais medida por este mismo método evaluada
por Herrera y col. (2015a) arrojé un valor de LCs, de (3.4+0.6)E-03 pmol/cm®. En general los compuestos fendlicos
no tienen una toxicidad comparable a los insecticidas de uso regular, ya que presentan valores de LCg, cinco 6rdenes
de magnitud mayores que el compuesto comercial (Tabla 2).

Dentro de las toxicidades medidas el compuesto Isoeugenol presento la toxicidad mas baja; Fenol, m-Cresol y
Vainillina tuvieron una toxicidad baja; Timol, Carvacrol, Eugenol, p-Cresol, o-Cresol y Guaiacol, tuvieron una
toxicidad media al igual que el hidrocarburo aromatico, p-Cimeno.

Los derivados éter, Estragol y Anetol, presentaron actividad insecticida un orden de magnitud mayor que todos
los fenoles medidos. Este aspecto se discutird en detalle mas adelante por su relevancia para el estudio de relacion
estructura-actividad.

Timol y Carvacrol presentaron una toxicidad relativamente alta (196 pmol/cm® y 221 pmol/cm?
respectivamente). Resultados similares se recogen en diversas publicaciones: en ensayos de actividad insecticida por
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aplicacién tdpica realizados en Musca domestica (Diptera: Muscidae) Timol y Carvacrol presentan una capacidad
insecticida significativamente mayor a otros monoterpenoides, siendo mas efectivo el isomero Timol (Rice & Coats,
1994a,b; Lee y col., 1997a,b).

El compuesto Eugenol presentd una toxicidad similar a la observada para Timol y Carvacrol contra S.zeamais.
En estudios similares también se menciona al Eugenol como un monoterpenoide con una capacidad insecticida por
contacto comparable a la de Timol y Carvacrol contra M.domestica y Agriotes obscurus (Coleoptera: Elateridae) (Lee
y col., 1997a,b; Waliwitiya y col., 2005).

En un estudio de toxicidad realizado por Lee y col. (2008) en S.oryzae utilizando una técnica por contacto
similar a la empleada por nosotros se encontraron valores de LCg, para Eugenol y p-Cimeno mucho mayores a los
medidos en nuestro trabajo (6,4 mmol/cm? y 18,25 mmol/cm?, respectivamente) aunque los valores relativos se
mantuvieron: Eugenol fue de dos a tres veces mas toxico que p-Cimeno.

Los dos isomeros, Eugenol e Isoeugenol tuvieron actividades opuestas dentro de la serie siendo,
respectivamente, los compuestos fendlicos con mayor y menor toxicidad. Este resultado es acorde con los valores
informados por Ngoh y col. (1998) en ensayos de toxicidad por contacto en placa contra Periplaneta americana
(Blattodea: Blattidae), donde el compuesto Eugenol fue el que mejor se desempefié mientras que el isémero
Isoeugenol, y el hidrocarburo p-Cimeno no presentaron una toxicidad aguda apreciable. En contraposicion, en un
estudio llevado a cabo por Huang y col. (2002) se midieron valores de LD, practicamente idénticos para ambos
fenoles cuando se aplicaron de forma tépica sobre el abdomen de individuos de S.zeamais. Cabria determinar si las
diferencias observadas entre estas dos mediciones es producto de las técnicas empleadas y lo que estos nos puede
decir sobre el mecanismo de accion de estos compuestos.

En el trabajo publicado por Yeom y col. (2012) donde se compararon la toxicidad por aplicacién tdpica de los
compuestos Anetol, Timol, Carvacrol y p-Cimeno en Blattella germanica (Blattodea: Blattellidae) los resultados
apuntaron a que este grupo de compuestos presentaban una toxicidad relativamente alta y similar, siendo incluso
Timol el mas persistente a bajas concentraciones. Nuestros hallazgos en ensayos de toxicidad por contacto en
S.zeamais, sin embargo, indican que el éter fendlico Anetol present6, con diferencia, la mayor actividad insecticida de
todos los compuestos ensayados.

Tabla 2 — Toxicidad aguda medida para compuestos fendlicos y derivados

Intervalo de Confianza (95%)

Compuesto LCso £ DE Limite Limite
(mol/cm’) Inferior Superior
Fenol 447 +£21 408 486
Timol 196 +61 176 216
Carvacrol 221 +70 133 309
Eugenol 158 +13 152 164
Isoeugenol 897 +46 799 995
p-Cresol 297 =15 284 310
m-Cresol 585 +27 546 614
o-Cresol 186 +21 166 206
Estragol 77 £22 65 89
Anetol 41 +5 33 49
Guaiacol 329 +30 324 354
Vainillina 453 +40 394 512
Creosol
Ferulato
p-Cimeno 326 £21 284 368

Clorpirifos  0.0034 +0.0006
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CAPITULO IV

ACTIVIDAD
ANTIACHhE




Los sintomas visibles tipicos del envenenamiento en insectos usualmente comienzan con un periodo de
hiperactividad y excitacion, luego ataxia (descoordinacién en el movimiento de las partes del cuerpo), convulsiones y
tétano, seguido de lo cual el individuo o bien logra recuperarse completamente o sobreviene paralisis total y muere.
Este fendbmeno se repite en diversas especies bajo el efecto de diferentes compuestos insecticidas lo que hace pensar
en un principio que en estados iniciales del envenenamiento el modo de accion de los distintos insecticidas sigue un
mecanismo similar (Gerolt, 1983).

La mayoria de los insecticidas modernos, como organofosfatos, carbamatos y piretroides, presentan actividad
neurotoxica. La evidencia apunta a que la mayoria de estos compuestos actan como inhibidores de la actividad de la
enzima acetilcolinesterasa (AChE) presente en las redes neuronales colinérgicas, debido principalmente a la
correlacién existente entre la resistencia de ciertas especies de insectos a estos insecticidas con cambios genéticos en
la sensibilidad de esta enzima a estos compuestos (Gerolt, 1983).

Por otro lado se encuentran actualmente en estudio otros mecanismos plausibles de accién para nuevos
compuestos para los cuales no existe una correlacién clara entre la inhibicién de la enzima AChE y la actividad
insecticida (Lee y col., 2001), como inhibicion de las enzimas succinil-deshidrogenasa y/o citocromo oxidasa (Gerolt,
1983; Rajendran & Sriranjini, 2008)".

Sin embargo, la mayor parte de los esfuerzos de investigacion se encuentran enfocados en la investigacion de
compuestos inhibidores de AChE, debido también en parte a sus diversas aplicaciones en otras disciplinas como la
medicina de las enfermedades neurodegenerativas y el monitoreo ambiental (Pohanka, 2011).

La enzima AChE

La enzima AChE es una esterasa especifica capaz de atacar el grupo éster presente en la molécula de
acetilcolina (ACh), un neurotransmisor, para generar como producto de hidrdlisis colina y acetato (Fig. 8). Su
principal funcién fisioldgica tiene lugar en el tejido nervioso de animales, donde juega un importante papel en la
destruccion de este neurotransmisor a nivel de las sinapsis lo que restablece la funcionalidad de la terminal
postsinaptica (Pohanka, 2011). La enzima en insecto se encuentra embebida en membranas bioldgicas (Gerolt, 1983).
La actividad enzimatica in vitro depende de varios factores como el pH y la temperatura a la que ocurre la reaccién, el
valor de pKa del grupo sulfhidrilo, efectos estéricos y electrostaticos, la capacidad de removerla de la membrana y
particularmente la presencia de inhibidores especificos.

Los compuestos inhibidores pueden presentar las mas variadas estructuras y propiedades fisico quimicas
clasificandose en funcion del sitio de la enzima que afectan (Pohanka, 2011). Los tipos de inhibidores conocidos
incluyen drogas, medicamentos, toxinas naturales, agentes quimicos utilizados con fines bélicos, insecticidas
organofosforados, carbamatos e incluso ciertos metales pesados y detergentes (Guilhermino y col., 1998; Pohanka,
2011).

La pérdida de la funcionalidad de esta enzima por inhibicion tiene efectos neurotoxicos. Como resultado de la
la pérdida de actividad se genera un exceso de neurotransmisor que no es degradado de modo que el 6rgano efector
del insecto sufre sobrestimulacién. Una vez que una proporcion critica de la masa de la enzima tisular se inactiva se
manifiestan sintomas y signos de envenenamiento colinérgico y sobreviene la muerte (Roberts & Reigart, 2013). La
sensibilidad de la enzima a inhibidores esta afectada por procesos de agregacion enzimatica y la presencia de
isoenzimas (Gerolt, 1983).

El estudio de esta enzima es de vital importancia por su relevancia para la fisiologia animal. Sin ir mas lejos,
los estudios sobre la actividad de esta enzima en muestras bioldgicas se ha empleado y se emplea actualmente en el
disefio de drogas y medicamentos para enfermedades como el Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas
(Pohanka, 2011); como bioindicador de contaminacion con agroquimicos en personas y animales (Bocquené y col.,
1990; Tecles & Ceron, 2003; Roberts & Reigart, 2013); y para el disefio de nuevos productos para el control de plagas
(Picollo y col., 2008; Yeom y col., 2012; Herrera y col., 2015).

Se han descripto numerosos componentes presentes en AES con propiedades insecticidas debido a su
capacidad de inhibir la enzima AChE (Rajendran & Skiranjini, 2008). Medir la bioactividad de los compuestos
fendlicos naturales como inhibidores de la actividad AChE de S.zeamais es un paso fundamental para conocer su
potencial como principio activo en el disefio de bioplaguicidas, y entender que propiedades estructurales estan
implicadas en el mecanismo de accion insecticida de estos compuestos.

® Incluso se sabe que los organofosfatos y carbamatos también actlian como inhibidores de otras enzimas, sin embargo se ha dado
poca relevancia a este hecho (Gerolt, 1983).
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Figura 8 - Acetilcolina (izq.) y sus productos de hidrolisis, colina y acido acético (der.).

METODOLOGIA

Los procedimientos analiticos desarrollados para la determinacion de la actividad AChE in vitro méas
empleados actualmente son del tipo colorimétrico basados en la reaccion de Ellman. Este método, que se ha utilizado
con éxito para medir actividad AChE en gran cantidad de especies y en diferentes tipos de tejidos, emplea el acido
5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB, también llamado Reactivo de Ellman) como sonda para hacer un
seguimiento de la reaccién catalizada por la enzima AChE, utilizando como sustrato alternativo a la molécula de
acetiltiocolina como sal de yodo (AThChl) (Ellman, y col., 1961).

La medicion de la actividad AChE se llevo a cabo por el método de Ellman adaptado para ensayos de
actividad AChE en microplaca de 96 pocillos, segin el método propuesto en Herrera y col. (2015a,b), actualizado y
optimizado para mediciones seriadas realizadas en un lector de microplaca Multi-Modal marca Sinergy 2 de Biotek
Instruments:

= Laenzima para el estudio se obtuvo en forma de extracto enzimatico segun Herrera y col. (2015a,b). Insectos adultos,
previamente lavados y secados, fueron homogeneizados en Buffer Fosfato 0.1M (pH 7.4) en una concentracion de
0.1g/ml de buffer. EI material homogeneizado fue centrifugado a 5000 rpm durante 20 min a 0+4°C y se recolecto el
sobrenadante. Este extracto enziméatico se mantiene en condiciones de congelamiento a -20°C, y en una bolsa sellada
hasta su utilizacion segun las recomendaciones para conservacion de muestras bioldgicas para ensayos de actividad
AChE establecidos por Tecles y col. (2002) y Eyer & Worek (2009).

= En cada pocillo o microwell se sembraron 20ul del extracto enzimético junto a 20ul de una solucion del compuesto a
ensayar en etanol 96%v/v, 20ul del reactivo de Ellman, una solucién de DTNB 4mM en Buffer Fosfato 0.1M (pH 7.4),
y 20ul de soluciéon de AThChl 2,5mM en Buffer Fosfato 0.1M (pH 7.4). El volumen se lleva a 200ul finales
agregando 120ul de buffer de reaccion.

= Para la realizacion de ensayos en presencia de inhibidores la mayoria de los protocolos recogidos en la bibliografia
Ilevan a cabo una incubacion de la enzima junto a la sustancia potencialmente inhibidora (Picollo y col., 2008; Loizzo
y col., 2009; Oztiirk y col., 2011; Herrera y col., 2015b). En nuestro ensayo la enzima fue incubada por al menos 30
minutos en presencia del inhibidor a 28°C antes de iniciar la reaccion mediante el agregado del sustrato AThChl.

= La actividad del ensayo se midié a 415nm de cada microwell, registrandose la absorbancia en simultdneo durante 45
minutos a una velocidad de una lectura por minuto, a una temperatura fija de 28°C.

= Los controles negativos se llevaron a cabo reemplazando la solucion de compuesto inhibidor por un volumen
equivalente de etanol 96%v/v. Para los controles positivos se utilizd Diclorvos o DDVP (2,2-diclorovinil-dimetil
fosfato), un insecticida organofosforado comercial.

ANALISIS

De cada ensayo se obtuvo una secuencia de puntos que se ajusta adecuadamente a una dinamica lineal. La
actividad AChE de cada tratamiento y control se calcula como la pendiente de la recta obtenida por regresion lineal de
las absorbancias corregidas (Ellman y col., 1961), por el método de minimos cuadrados, con un valor de significancia
p<0,05 mediante el software Infostat version 2016 (Di Rienzo y col., 2016).

Este valor es proporcional a la rapidez con que ocurre la reaccion, y por ende de la actividad de la enzima. La
actividad del tratamiento se comparo con la actividad del control sin solucién inhibidora. Para cada concentracion se
calcula el indice de inhibicion (Inh) (ec. 3).

Inh = (1 — T—T) (ec.3)

Tc
Donde r; es la actividad del tratamiento y - la actividad del control.

Las actividades medidas se corrigieron para la actividad no especifica del croméforo, la absorbancia del
inhibidor y las reacciones de hidrdlisis no enzimaticas del sustrato AThChl, mediante una serie de blancos construidos
a tal fin. El valor de ICs, (concentracion a la cual se reduce un 50% la actividad de la muestra) se calculé para las
concentraciones ensayadas utilizando un analisis de regresion Probit mediante el software Infostat (Di Rienzo y col.,
2016).
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RESULTADOS

Los resultados de los ensayos de inhibicion estdn recogidos en la Tabla 3. El insecticida sintético DDVP
presentd una ICgy de 0,337 mM en ensayos realizados con AChE de S.zeamais (Herrera y col., 2015b). Los
compuestos Isoeugenol y Carvacrol presentaron una capacidad inhibitoria superior a la del compuesto comercial. La
actividad antiAChE de Eugenol (ICso = 8,016mM) fue similar a la informada por otros autores para la enzima AChE
de E.electricus (ICsq = 2,92 mM) (Dohi y col., 2009). La actividad de Carvacrol (ICso = 19.4uM) es menor a lo
reportado para otros organismos modelos, a saber: 410 uM y 766 uM en AChE de E.electricus (Jukic y col., 2007,
Mata y col., 2007, respectivamente); 1198 uM en B.germanica (Yeom y col., 2012); 1638 uM en M.domestica, 224
uM en Dermacentor variabilis (Acari: Ixodidae) y 51 uM Periplaneta americana (Blattodea: Blattidae) (Anderson &
Coats, 2012). Este resultado indicaria que la enzima AChE del insecto S. zeamais es especialmente sensible al efecto
inhibidor del compuesto Carvacrol. En el trabajo realizado por Jukic y col. (2007) ademas se report6 una ICs, de 4926
UM para el isomero Timol contra la enzima de E.electricus. Si bien en nuestro ensayo el compuesto Timol presentd
una actividad inhibitoria mucho mayor a la reportada por estos autores para la enzima patrén (ICs, = 964 uM) si fue
posible reproducir la relacion de toxicidad elicitada frente al compuesto Carvacrol: tanto en nuestras mediciones como
en el estudio antes mencionado Carvacrol presentd un valor de ICs, un orden de magnitud menor que su isémero, lo
gue hace pensar que la posicion del grupo —OH sobre el anillo aromatico puede tener efectos importantes sobre la
capacidad inhibitoria en este tipo de compuestos (Jukic y col., 2007).

En un trabajo donde se estudié la capacidad neurotoxica de un gran nimero de terpenoides se compar6 la
actividad de los compuestos Estragol, Anetol, Carvacrol, Timol, Vainillina y Eugenol utilizando como modelo
enzima AChE de E.electricus. Si bien en dicha ocasion no se calcularon los valores de ICs,, los compuestos Estragol,
Anetol, Eugenol y Vainillina no tuvieron capacidad inhibitoria significativa o que indicaria valores de ICs,
inusualmente altos. Al igual que en nuestro trabajo, se observo que tanto Timol como Carvacrol tuvieron un buen
desempefio siendo la actividad de Carvacrol méas del doble de la observada para Timol (Orhan y col., 2008). También
se ha reportado en otro trabajo que el compuesto cis-Anetol parece tener muy baja capacidad inhibitoria (Mata y col.,
2007) similar a los resultados obtenidos para su isémero trans-Anetol en este trabajo (ICs, = 26,14 mM).

Es interesante observar que el compuesto mas simple, Fenol, presentd el peor desempefio de toda la serie
(ICso = 69,63 mM), considerando que la actividad del compuesto Carvacrol, estructuralmente relacionado, fue hasta
mas de tres mil veces mayor. Esto podria ser un buen punto de partida para el disefio de nuevos compuestos con mejor
actividad por modificaciones quimicas de esqueletos aromaticos. EI compuesto p-Cimeno no pudo ser ensayado
debido a problemas técnicos derivados de su miscibilidad en el medio de reaccion. En articulos de Miyazawa &
Yamafuji (2005) se cita que este compuesto tuvo un desempefio similar a otro hidrocarburo aromatico, a-Pineno
(ICso = 419-630 uM) como inhibidor de AChE eritrocitica bovina (Perry y col., 2000; Orhan y col., 2008), por lo que
podriamos esperar que tuviese un valor de ICs, comparable al de Timol.

Tabla 3 — Actividad AntiAChE

Compuesto ICsg 'Int_ervalo d_e Conf'iar?za (95%?
(mM)  Limite Inferior Limite Superior
Fenol 69,63 68,83 70,43
Timol 0,964 1,004 0,924
Carvacrol 0,0194 0,0154 0,0234
Eugenol 8,016 7,936 8,096
Isoeugenol 0,235 0,195 0,275
p-Cresol 35,00 34,40 35,60
m-Cresol 65,35 65,25 65,45
o-Cresol 19,23 19,03 19,43
Estragol 16,78 16,68 16,88
Anetol 26,14 25,74 26,54
Guaiacol 39,30 38,80 39,80
Vainillina 30,09 29,89 30,29
Creosol 18,00 17,80 18,20
Ferulato 36,74 36,34 37,14
p-Cimeno -
Diclorvos 0,337
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CAPITULO V

ANALISIS QSAR




Los modelos QSAR establecen correlaciones a través de algoritmos matematicos entre distintas caracteristicas
de una serie de sustancias quimicas estructuralmente similares y su respuesta, actividad o comportamiento
experimental. Todas aquellas variables cuantitativas que representan atributos, propiedades o caracteristicas de los
compuestos en estudio empleados en el andlisis que nos ayudan a explicar este comportamiento se denominan
descriptores. Estos pueden ser variables estructurales (por ej. grado de insaturacién), topolégicas (por ej. superficie
polar total), fisicoquimicas (por ej. punto de ebullicion), etc. La calidad del analisis dependera de la cantidad y calidad
de los descriptores empleados. La meta es encontrar una expresion matematica o modelo que pueda explicar la
respuesta o bioactividad de las distintas sustancias codificadas en sus propias estructuras (ec. 4).

Bioactividad = f(Descriptores)  (ec. 4)

Los métodos estadisticos empleados estdn basados en andlisis de correlacion y regresion que pueden variar en
complejidad y en la técnica empleada, pudiéndose clasificar en lineales y no lineales. Los modelos lineales son los
mas simples y ampliamente utilizados. Se establecen sobre la base de que la respuesta (Y) es una funcidn lineal de los
distintos descriptores incluidos en el modelo (X1, X5, ..., Xj, ..., X,) tal que (ec. 5):

Yix, %5 XinXy) = @0 T @ X1+ +aXi+.. +an Xy (ec.5)

Donde a4, ay, ..., a;, ..., a, son los coeficientes lineales que ponderan la contribucion de cada descriptor a la
respuesta base, respresentada por la constante a, . Tanto las variables X; como Y pueden transformarse
matematicamente para asegurar un cambio de escala, de signo u otra propiedad deseable para el analisis. Estos
modelos pueden construirse mediante analisis de Regresion Lineal Multiple, y se validan observando pardmetros de
ajuste como el p-valor de cada descriptor, el coeficiente de determinacion ajustado (R2, ;) del modelo, el Error Medio
Cuadrético (ECMP) y el Error Relativo Medio (RMSE) de los descriptores empleados, y la distribucion de los Errores
Observados vs Errores Predichos.

Para aplicar un modelo QSAR se debe suponer en principio que todos los compuestos de la serie quimica
elegida tienen el mismo mecanismo de accién frente a la respuesta elegida, a todas las concentraciones ensayadas
(Roy y col., 2015), de manera que lo que se intenta es modelar la eficacia relativa de cada estructura para elicitar un
mismo tipo de respuesta especifica. Por esta razon, a la hora de definir una serie quimica se utilizaron compuestos
estructuralmente similares de manera de minimizar la probabilidad de que actlen por mecanismos distintos. Si esto no
fuera asi, es decir, si los compuestos desarrollasen mecanismos de accién diferentes se observarian como grupos bien
diferenciados en un analisis QSAR, y requeriria la aplicacion de un andlisis de relacién Estructura-Actividad
Cualitativo o de Clasificacion, como paso previo (Roy y col., 2015).

Este tipo de analisis se utilizan fundamentalmente en el disefio de productos quimicos con propositos
especificos ya que constituyen una herramienta in silico, relativamente sencilla que permite el desarrollo de modelos
que una vez validados pueden emplearse para la prediccion de la respuesta esperada para sustancias nuevas sin testear
e incluso obtener una interpretacion sobre el mecanismo de accidn (relacion estructura-actividad, propiamente dicha)
(Roy y col., 2015).

La interpretacion del modelo final es la parte mas crucial y requiere un conocimiento extensivo de los
aspectos moleculares de la serie quimica elegida, de la informacion aportada por cada descriptor y como estos pueden
afectar a la respuesta observada. Muchos estudios de QSAR se han empleado con éxito para predecir la actividad
bioldgica, establecer el mecanismo involucrado en diversos procesos bioldgicos y entender las interacciones quimicas-
bioldgicas en el disefio de drogas (por €. Voda y col., 2004; Bohman y col., 2008; Wang y col., 2008; Dambolena y
col., 2011; Dambolena y col., 2012; Pizzolito y col., 2015). En este trabajo empleamos el analisis QSAR como una
herramienta para determinar qué caracteristicas topoldgicas, geométricas, fisicoquimicas y/o electronicas de los
compuestos fenolicos naturales que seleccionamos influyen en su capacidad o potencial para el control quimico de
Sitophilus zeamais.

Predictores

Un predictor es una variable o indicador que resume cierta informacion especifica de las moléculas en estudio.
Pueden clasificarse segun la naturaleza de la informacion que brindan (estructural, topoldgica, geométrica, eléctrica,
fisicoquimica, etc) o su dimensionalidad (cantidad de variables que se integran para cuantificar el predictor).

Los predictores pueden cuantificarse por métodos computacionales y/o experimentales e idealmente deben
poseer las siguientes propiedades: (a) debe ser posible de cuantificar para un amplio rango de compuestos quimicos;
(b) su cuantificacion debe ser rapida y asequible; (c) su cuantificacion debe arrojar valores diferentes para compuestos
estructuralmente disimiles; (d) el valor de la variable debe ser proporcional a las diferencias estructurales, es decir que
a mayor disimilitud entre sustancias mayor distancia entre valores; (e) debe poseer una interpretacion fisica (Roy y
col., 2015).
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METODOLOGIA

El analisis QSAR se realiz6 a través de tres etapas sucesivas (Roy y col., 2015): (a) la obtencidn y preparacion
de los datos experimentales, recopilacién y calculo de predictores® sobre la serie de compuestos elegida, (b) el
procesamiento de los datos mediante algoritmos y métodos estadisticos y (c) la interpretacion del modelo resultante.

La primera etapa conllevd la mayor parte del esfuerzo y estuvo compuesta por dos grandes partes: la
obtencidn de los datos de respuesta para la serie de compuestos elegida, también denominada punto final del modelo o
variable dependiente (Y)” que corresponde a los datos consignados en los capitulos anteriores; y la obtencion de
diferentes variables independientes que caractericen a la serie quimica, también denominados predictores (X;).

Se desarrollaron modelos QSAR para los datos de toxicidad aguda, mediante ensayos de actividad insecticida
por contacto; y la actividad como inhibidores de actividad acetilcolinesterasa (AChE) mediante ensayos de inhibicidn
enzimatica in vitro. Las variables cuantitativas obtenidas en cada una fueron la Concentracion Letal necesaria para
aniquilar al 50% de la muestra (LDsg); Y la Concentracion de Inhibicion del 50% de la actividad enzimética de la
muestra (ICsq) respectivamente.

Se recabd informacion de 17 pardmetros moleculares, incluyendo propiedades fisicoquimicas (punto de fusion
y ebullicion, densidad especifica, volumen molar, peso molecular, entre otros); topolégicos (Factor de Insaturacion),
electronicos (constante de disociacion acida, momento dipolar, entre otros), geométricos (volumen molecular, area de
superficie polar, entre otros), entre otros (Tabla 4) (Ver Anexo Iy II).

Tabla 4 — Predictores recabados para este estudio

Nombre Simbolo Unidad
Peso Molecular PM g/mol
Volumen Molar \Y cm®/mol
Volumen Molecular vm A®
Densidad Especifica ) glem®
Tension superficial Ts dina/cm
Numero de onga A om
(Espectroscopia IR)
Indice de Refraccion a 20°C n -
Punto de Fusion a 1 atm Pf °C
Punto de Ebullicién a 1 atm Peb °C
Presion de vapor a 25°C Pvap hPa
Momento Dipolar U Debye (D)
Constante de Disociacion acida pKa -
Parachor Par
Coeficiente de Particion Octanol-Agua LogP -
Coeficiente de Distribucién a pH=7.4 LogD -
Factor de Bioconcentracion a pH=7,4 BCF -
Area Topoldgica de Superficie Polar SP A2
Polarizabilidad Pol A3
Refractividad Molar MR cm3/mol
Fraccion de Insaturacion Fsp3 -

® Un descriptor es un predictor que presenta una correlacién con el punto final del modelo y su correlacién con otros descriptores
debe ser baja o nula, es decir, los descriptores deben ser independientes entre si (Roy y col., 2015). Los descriptores son todos
aquellos predictores que nos ayudan a explicar la actividad de los compuestos estudiados.

" El punto final o respuesta, caracteriza el comportamiento de cada compuesto frente al sistema biolégico elegido y puede ser tanto
una actividad como una propiedad y generalmente se obtiene por métodos experimentales.
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Los predictores moleculares se obtuvieron principalmente mediante una “mineria” o extraccion de datos a
partir de distintas bases abiertas disponibles en la Web, como Molinspiration, Chemicalize, Chemspider, Pitt Quantum
Repository (Ver Bibliografia). Otros fueron obtenidos directamente de la informacion brindada por el fabricante,
como en el caso de la temperatura de fusion (Tf). El Gnico caso de un predictor calculado directamente fue el
pardmetro Parachor (Par).

El producto final de la primera etapa fue una gran matriz de datos que incluy6 los valores obtenidos para las
variables predictoras para cada uno de los compuestos estudiados junto a sus respectivas actividades. Para procesar
toda la informacion, los datos consignados en la matriz fueron sujetos a un Anélisis de Regresion Lineal Multiple. La
seleccion de descriptores se llevo a cabo utilizando métodos de seleccion de variables explicativas en pasos sucesivos
0 Stepwise. Para cada punto final se obtuvieron varios modelos posibles. Utilizando criterios estadisticos se
seleccionaron aquellos que presentaron las mejores cualidades de ajuste. La validacion de los modelos se basé en los
siguientes parametros de ajuste:

e Valor p del modelo y los diferentes descriptores incluidos en él. Para un valor de significativo (p < 0.05)
se considera que el valor estimado para el coeficiente de regresion parcial a; para el descriptor X; es
significativamente diferente de cero (hipétesis nula). Para el modelo, implica que la relacion lineal es
significativamente diferente de la horizontal.

e Coeficiente de determinacién ajustado (RCZU-). El coeficiente de determinacién corregido en un modelo de
regresion lineal mide el porcentaje de la varianza observada que es posible explicar debido al modelo. Un
modelo (til deberia tener un valor de R;; > 70%.

e Error Medio Cuadratico de Prediccién (RMSPE, por sus siglas en inglés). Para un modelo de ajuste el valor
de RMSPE representa la estimacion del porcentaje de error entre el modelo ajustado y el modelo real (ho
observable). Se emplea principalmente en el proceso de validacion cruzada de un modelo para estimar la
capacidad de prediccién o la capacidad de generalizar el modelo para un conjunto de datos independientes.
Idealmente se deberian considerar valores de RMSPE < 10%.

e Diagnostico visual de la distribucién de errores. En un analisis de regresion lineal se supone que los errores
se distribuyen independientemente. Este supuesto se puede comprobar a partir de un diagrama de
dispersion en intervalos de los desvios predichos en el eje vertical por los valores de error observados en el
eje horizontal. Para que el modelo sea aceptable no se deben observar anormalidades en la distribucién de
los puntos y se debe obtener una relacién lineal significativa.

A partir de los descriptores obtenidos de aquellos modelos que presentaban las mejores propiedades de ajuste
se profundizo en las implicancias de la informacion brindada por cada uno de ellos y se intent6 dar nueva informacién
u otro tipo de aporte hacia el esclarecimiento del mecanismo de accion por el cual los compuestos fendlicos generan
las respuestas observadas en el gorgojo del maiz (Capitulo VI).

RESULTADOS
Actividad AntiAChE

La actividad anticolinesterasa medida en términos de IC50 fue correlacionada utilizando un modelo QSAR. No
se pudo incluir aquellos compuestos que no presentan al menos un Unico grupo Ph — OH debido probablemente a que
los compuestos Estragol y Anetol presentaron una actividad relativamente promedio a pesar de presentar predictores
relativamente alejados de los demas compuestos fendlicos.

El modelo relaciona la capacidad de inhibir la enzima AChE con los descriptores Parachor y el Coeficiente de
Particion Octanol-Agua obtenido de la base de datos Molinspiration (ec. 6). Se validaron los supuestos de linealidad e
independencia de los errores. En cuanto a los parametros de ajuste, el modelo es estadisticamente significativo
(p = 0.0003), logra explicar una buena proporcién de la variabilidad de los datos (RZU- = 80%), aunque el error
medio es relativamente grande (RMSPE = 23.35%) por lo que careceria de buena predictibilidad (Fig. 9).

10°
Log100 <@> = (0.51 + 0.09)LogP + (0.003 + 0.001)Par — (0.44 + 0.39) (ec.6)

Debido a que el modelo se valido para la variable ICs, transformada, la interpretacion del modelo debe
hacerse teniendo en cuenta la siguiente relacion de proporcionalidad (ec. 7):

5

10
Actividad AntiAChE « logqgg (F) (ec.7)
50
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De lo que se deduce que la capacidad de inhibir la actividad de la enzima aumenta de hecho con el aumento de
los valores de LogP y Par. Ademas el aporte del valor de LogP seria cuantitativamente varias veces mas significativo
que el efecto debido al valor de Par, lo que puede observarse comparando las pendientes estimadas para cada variable
(ec. 6).

2,5 1

Valores
Medidos

1,5

0,5 T T T 1
1 15 2 2,5 3

Valores Predichos

Figura 9 — Valores predichos para el modelo de actividad AntiAChE frente a los valores medidos

Actividad Insecticida

No fue posible encontrar descriptores que expliquen la actividad insecticida de todos los compuestos
principalmente debido a que Estragol y Anetol presentaron actividad insecticida una orden de magnitud mayor que
todos los fenoles medidos y no fue posible capturar esta variabilidad con los predictores disponibles. Incluso aquellos
ajustados para compuestos fendlicos Unicamente no pudieron ser validados ya que los valores obtenidos para los
parametros de ajuste fueron poco satisfactorios.

Sin embargo, durante el andlisis de datos observamos que existia una buena correlacion lineal entre los valores
de pLDg, y los valores medidos de ICsy (Tpegrson = —0.39). Se observd ademas que el valor de correlacion
aumentaba al agregar los compuestos Estragol y Anetol, y quitando el compuesto Isoeugenol®, hasta un valor de
(—0.54). En base a las diversas referencias bibliograficas que dan cuenta de la relacion entra la actividad insecticida y
la capacidad de inhibir la enzima AChE se decidi6 incluir los valores medidos de ICs, como predictor dentro del
analisis QSAR para actividad insecticida. Como resultado se obtuvo el siguiente modelo (ec. 8):

10°
Log <LC ) = (0.02 + 0.03)pK, — (0.01 + 0.002)ICs + (2.53 + 0.07) (ec.8)
50

El valor de significancia del modelo fue p < 0.0001, siendo significativos los valores de los coeficientes de
regresion parcial para la constante de disociacion acida (pKa)® y el valor de ICs, obtenido en los ensayos de actividad
antiAChE (Valor pde 0.0001 y 0.0031 respectivamente). El coeficiente de determinacion tuvo un valor alto (jo =
89%) vy el error de prediccion fue del 6.5% lo que nos denota una buena predictibilidad (Fig. 10). Se validaron lo
supuestos de independencia y normalidad de los errores. La interpretacion del modelo debe hacerse teniendo en cuenta
gue la toxicidad es proporcional al valor de la variable transformada (ec. 9).

5

LCsg

Toxicidad Aguda por contacto « Log < ) (ec.9)

El compuesto Isoeugenol no pudo ajustarse realmente porque presenta una actividad insecticida demasiado baja mientras que es un muy buen
inhibidor de la enzima AChE y sus parametros moleculares son muy similares a los de Eugenol, cuya toxicidad es mucho mayor.

® Los valores de pKa para Estragol y Anetol se tomaron segln las estimaciones de Ripin & Evans (2005) para la acidez de un grupo Ph — H en
agua (pKa~43).
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Los efectos de ambas variables sobre la toxicidad serian similares, aunque debe tenerse en cuenta que los valores de
ICs, varian en un rango mucho méas amplio que los valores de pK,,.
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2,6 -
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Figura 10 - Valores predichos para el modelo de actividad insecticida frente a los valores medidos
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CAPITULO VI

DISCUSION FINAL Y
CONCLUSIONES




Actividad como semioquimicos

Las caracteristicas estructurales y fisicoquimicas que estan relacionados con la capacidad de un compuesto de
producir repelencia no han sido adn esclarecidas, sin embargo algunos estudios han realizado algunos avances en este
sentido mostrando que algunos descriptores como lipofilicidad, presion de vapor, punto de ebullicién, longitud
molecular y momento de inercia, entre otros, pueden explicar parte de la actividad repelente de estos compuestos en
diferentes especies de dipteros (Skinner & Johnson, 1980; Davis, 1985; Suryanarayana y col., 1991; Katritzky y col.,
2006;Wang y col., 2008).

Hidrocarburos naturales, relacionados al p-Cimeno presentan propiedades similares a las observadas por
nosotros para este compuesto frente a S.zeamais (Figura 11). El compuesto a-Pineno es capaz de inhibir levemente la
alimentacion en S.zeamais (Huang y col., 1998); B-Mirceno es un muy buen repelente de T.castaneum, otro insecto
plaga (Caballero-Gallardo y col., 2011); y a-Limoneno presenta actividad repelente frente a S.oryzae y otras especies
de insectos (Yoon y col., 2007; Gillij y col., 2008). No hemos registrado estudios realizados en estos compuestos u
otros estructuralmente relacionados para poder dar una explicacion mas acabada de este comportamiento. Seria de
interés contar con datos sobre la actividad repelente de compuestos estructuralmente similares como Benceno y
Tolueno, y compuestos naturales relacionados, como Cumeno, Mesitileno, Terpineno, Limoneno, etc. para poder
hacer comparaciones sobre los efectos del agregado de una funcién oxigenada sobre la capacidad repelente.

Existe una serie de observaciones que parecerian apuntar a que el agregado de una funcion oxigenada aumenta
la capacidad repelente frente a artropodos (Nerio y col., 2010):

= Los derivados hidroxilados de algunos monoterpenoides mostraron un aumento de su capacidad
repelente con respecto a las moléculas originales frente a T.castaneum (Garcia y col., 2005).

= Caballero-Gallardo y col. (2011) obtuvieron resultados similares en T.castaneum: los compuestos
oxigenados presentaban una mayor capacidad repelente aunque a mayores concentraciones mientras que
aquellos compuestos sin funciones oxigenadas eran repelentes suaves en un amplio rango de concentraciones.

= De los 21 metabolitos aislados en el estudio realizado por Toloza y col. (2006) en Pediculus humanus
capitis (Phthiraptera: Pediculidae), los tres principios de mayor actividad fueron compuestos hidroxilados.

= Ensayos de repelencia realizados en Anopheles gambiae (Diptera: Culicidae) parecen apoyar esta idea y
sugieren que la actividad depende del tipo de carbono al que est4 unida la funcion —OH, siendo en orden
creciente TERCIARIO<SECUNDARIO<PRIMARIO (Omolo y col., 2004; Odalo y col.; 2005).

= En nuestros resultados observamos que p-Cimeno present6 una capacidad repelente relativamente
menor que Carvacrol y Timol, que presentan el mismo esqueleto hidrocarbonado més el agregado de una funcion

oxigenada (Figura 12).
/é)\

Timol 0 Carvacrol
| 0

OH

. ] (R)-(+)-Carvona (R)-(+)-Pulegona
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Figura 11 - Hidrocarburos naturales con Figura 12 - Timol, Carvacrol y cetonas
propiedades repelentes frente a distintas especies estructuralmente relacionadas con capacidad
de insectos. repelente.
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El grado de repelencia pareciera estar correlacionado, ademas, con la accesibilidad de la funcion - OH,
(Omolo y col., 2004; Odalo y col.; 2005), por ejemplo la actividad repelente observada para Fenol y p-Cresol es
mayor que para 0-Cresol y m-Cresol.

Cabe mencionar que los compuestos con funciones cetonas (Figura 12) parecer tener un enorme potencial
como repelentes, especialmente para este género de insectos (Germinara y col., 2008; Herrera y col., 2015b): como
ejemplo de esto los estereoisomeros del compuesto Carvona, estructuralmente relacionados a Timol y Carvacrol,
presentaron una mejor actividad repelente que estos compuestos frente a S.oryzae (Yoon y col., 2007) y otros insectos
(Gillij y col., 2008; Caballero-Gallardo y col., 2011). Otro gran aporte a esta observacion lo constituye la tesis doctoral
realizada por la biloga Herrera, M.J., en la que se midi6 la respuesta de adultos de S.zeamais al tratamiento con
cetonas terpénicas (como Carvona, Pulegonaa, Timoquinona, Tuyona, Mentona, entre otras), se determind que 9 de
los 12 compuestos ensayados presentaron una actividad repelente significativa con un IR > 40% (Herrera & Zigadlo,
2017). La capacidad de estos compuestos para generar repelencia en los insectos puede estar relacionado con
sustancias de defensa producidas por distintas especies vegetales como respuesta al ataque de insectos, como el
compuesto cis-Jasmona (Figura 12) (Birkett y col., 2000).

Sobre la actividad atrayente, los compuestos que forman el otro gran bloque en principio presentarian al

menos algun tipo de interferencia estérica sobre el grupo - OH, debido a la presencia de sustituyentes en posiciones
generalmente orto, excepto por el m-Cresol. Ademas, si no tenemos en cuenta este (ltimo, todos los demas
especimenes presentan un patron de sustitucion similar con un grupo alcoxido en posicién orto (funcién éter), mucho
mas polar que un sustituyente alquilo normal (como en el caso del Timol/Carvacrol); y un sustituyente alquilo en
posicién para (Fig. 13) lo que parece indicar un tipo de patron estructural comin.

Es probable que otros compuestos relacionados a los isomeros Eugenol e Isoeugenol actien también como
atrayentes de S.zeamais (Figura 14). El compuesto Metil Eugenol, por ejemplo, es un conocido atrayente de la mosca
de la fruta oriental, Bactrocera dorsalis (Diptera: Tephritidae) y de otras especies de dipteros de las familias
Drosophilidae, Muscidae y Phoridae (Asquith & Kido, 1994). Similarmente el compuesto 2-Allyl-4,5-dimetoxifenol
es conocido por ser una feromona de agregacion para Batrocera papayae (Diptera: Tephritidae) (Nishida y col., 2004).
En un estudio comparativo, Steiner (1952) determind la capacidad atractiva de los compuestos Isoeugenol y Metil
Isoeugenol con respecto a la actividad de Metil Eugenol en B.dorsalis, arribando a la conclusién de que esta disminuia
para ambos compuestos derivados, siendo mas pronunciada la pérdida de capacidad atractiva para Isoeugenol.

La vainillina es el Unico compuesto con una funcion aldehido dentro de nuestra serie quimica. Esto es
particularmente interesante ya que se han reportado otros compuestos organicos con esta funcion con propiedades
atractivas en otras especies del género Sitophilus tal como Pentanal, (E,E)-2,4-Heptadienal y fenilacetaldehido a bajas
concentraciones (Germinara y col., 2008; Phillips y col., 1993). Otro caso es el de los escarabajos del género
Diabrotica (Coleptera: Chrysomelidae) que se ven atraidos diferencialmente por un gran nimero de compuestos
estructuralmente relacionados a los fenilpropanoides producidos por las flores de especies del género Cucurbita como
cis-Cinnamaldehido y su derivado reducido cis-Cinnamol (Metcalf, 1994). Se ha demostrado para este grupo que el
agregado de la funcion aldehido al esqueleto basico aumenta la capacidad atractiva para este género, como es el caso
del 4-metoxi-E-Cinnamaldehido derivado para sustituido de Estragol, que a diferencia de este Gltimo funciona como
un compuesto atrayente de D.barberi (Metcalf & Lampman, 1989) (Fig. 15).

La pregunta es, ¢hasta qué punto es extrapolable la informacion disponible sobre atractantes en otras especies
con respecto al gorgojo del maiz, S.zeamais? Si bien la mayoria de los compuestos atractantes parecen estar
relacionados con la familia quimica de los fenilpropanoides, es evidente a la atraccién seria un fenémeno
estrechamente relacionado con la ecologia del insecto, como se observa en los insectos del género Diabrotica con las
plantas del género Cucurbita.

Figura 13 - Estructura hipotética
de un atrayente fendlico
genérico.

0"
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En el caso del compuesto Vainillina podemos establecer un vinculo en la actividad atrayente y la ecologia del
insecto S.zeamais: este compuesto es el producto de biotransformacion del &cido Ferdlico, un compuesto que actla
como refuerzo de la pared celular en el grano de maiz, en un proceso en el que participan microorganismos flngicos
(Kavitha y col., 2005); la presencia de Vainillina podria actuar como una sefial quimica que indique al insecto la
presencia de granos de pared blanda, susceptibles de ser atacados. La capacidad atractiva de este compuesto fue
demostrada para otros gorgojos como S. granarius y S. oryzae (Germinara y col., 2008; Phillips y col., 1993), siendo
este Gltimo capaz ademas de detectar esta molécula mediante quimioreceptores ubicados en las sensilias de sus
antenas (Germinara y col., 2002). Analizando los datos disponibles sobre estudios similares en individuos del género
Sitophilus podemos postular que la presencia de dos funciones oxigenadas adyacentes en el anillo aromético pueden
generar atraccion, como en el caso de Vainillina y Eugenol; al igual que la presencia de funciones aldehido, como en
el caso del Fenilacetaldehido (Germinara y col., 2008). Sin embargo, datos obtenidos recientemente en nuestros
laboratorios parecen refutar esta idea por lo menos para aquellos fenilpropanoides con una funcién aldehido, como los
derivados del Cinnamaldehido.

OH OH
0
0\ N
=
Eugenol trans-1soeugenol o 0% S
0/ 0/ Fenilacetaldehido cis-Cinamaldehido
OH 7~
0
0\ N o 0
~N
HO
~
0 % =
Metil-eugenol 2-Alil-4,5-dimetoxifenol Vainillina 4-metoxi-E-Cinamaldehido
Figura 14 — Atractantes estructuralmente Figura. 15 —  Compuestos  estructuralmente
relacionados al compuesto Eugenol. relacionados al compuesto Vainillina con actividad
atrayente frente a diferentes especies de insectos
Actividad AntiAChE

La conclusién que deriva del andlisis del modelo QSAR para esta bioactividad es que la capacidad de inhibir la
actividad de la enzima estaria relacionada con el aumento de los valores de LogP y Par. La actividad inhibitoria
estaria principalmente relacionada con el carécter lipofilico del compuestos medido en términos del coeficiente de
particion octanol-agua (ec. 6) (Klopman y col., 1994). La relacion entre estas dos variables surge naturalmente si
consideramos que la enzima AChE de insecto es una proteina que se encuentra embebida en membrana (Gerolt, 1983)
por lo que el carécter lipofilico del compuesto fendlico puede ser crucial para que este alcance el sitio de accion sobre
la superficie de la enzima en ensayos realizados in vitro en extractos de tejidos blandos del insecto.

El papel del descriptor Parachor en la inhibicion nos puede dar pistas sobre la forma en que afectan los
fenoles la actividad de la enzima AChE. La estructura de esta enzima ha sido estudiada extensamente desde la década
de 1990 y se sabe que esta evolutivamente conservada conteniendo regiones similares a otras serina-hidrolasas. El
sitio activo se ubica al fondo de una pequefia cavidad donde se encuentran dos regiones de importancia en la catalisis,
el sitio estearico responsable de la ruptura del enlace ester de ACh y el sitio anidnico principal o o responsable de la
correcta orientacion del neurotransmisor (Pohanka, 2011).

Precediendo la entrada al sitio activo se encuentra una region denominada garganta aromatica, compuesta por
residuos aromaticos que generan una zona de caracter hidrofébico que es responsable de la alta especificidad de la

25



enzima. Es debido a la estrechez de esta cavidad que la enzima AChE no es capaz de hidrolizar esteres de colina de
alto peso molecular como si lo hacen otras colinesterasas, como la Butirilcolinesterasa (Pohanka, 2011).

El pardmetro Parachor esté relacionado positivamente con el tamafio de una molécula. El aumento del tamafio
molecular deberia disminuir la actividad inhibitoria de una molécula si esta pudiese interaccionar directamente con
sitio activo. Sin embargo en nuestro modelo se observa el fendmeno opuesto: la capacidad inhibitoria esta
correlacionada positivamente con el aumento del tamafio molecular, al menos para el rango de valores de este
parametro observado en los compuestos fenolicos.

La explicaciébn mas plausible que encontramos para este hallazgo es que la porcién aromatica de los
compuestos fendlicos es capaz de interaccionar con la garganta aromatica obstruyendo la entrada al sitio activo. Este
fendmeno puede posiblemente estar relacionado con la presencia de otra region dentro de la enzima que funciona
como un sitio de union de muchos moduladores o reguladores alostéricos de la actividad enzimatica, denominado sito
anionico periférico o B, localizado en la superficie de la enzima alrededor de la entrada de la cavidad (Pohanka, 2011).
El sitio anidnico P podria establecer relaciones polares con la funcion oxigenada en los fenoles orientando y fijando la
molécula sobre la entrada de la cavidad.

Esta hipotesis pareceria explicar la razén por la cual el compuesto Carvacrol es sensiblemente méas activo que
su isdmero: el grupo polar - OH se encuentra en posicion meta con respecto al sustituyente mas voluminoso de
manera que un extremo de la molécula interaccionaria con el sitio anionico [ mientras que el residuo isopropil de
mayor tamafio favoreceria la obstruccion de la cavidad interaccionando con la garganta aromatica. El efecto de
obstruccién disminuye con la polaridad del sustituyente, debido probablemente a la imposibilidad de establecer
interacciones con la garganta aromatica, esta es probablemente la razén por la cual los compuestos Vainillina y acido
Feralico presentan una actividad similar a Guaiacol, el cual carece de un grupo para o meta sustituido.

La presencia de un sustituyente en posicién orto con respecto al hidroxilo fendlico parece tener importancia
en la actividad, como es el caso del compuesto 0-Cresol cuyo desempefio fue superior al de sus dos isdmeros. Sin
embargo el efecto parece depender de la polaridad del sustituyente, si observamos el caso del compuesto Creosol
presenta una actividad similar a 0-Cresol a pesar de contar con un grupo apolar para sustituido. La carencia de
sustituyentes en posiciones 2 y 4 en el compuesto Fenol lo convertiria en el peor compuestos inhibidor junto con m-
Cresol.

El hecho de que no se haya podido ajustar un modelo para toda la serie de compuestos medidos nos indica que
probablemente Estragol, Anetol y p-Cimeno actlen mediante un mecanismo alternativo (Roy y col., 2015) producto
posiblemente de la carencia de un grupo Ph — OH necesario para fijar la interaccion entre el compuesto y los sitios de
regulacién antes mencionados.

Actividad Insecticida

Los resultados obtenidos a partir del analisis QSAR pueden aportarnos nueva informacién sobre el mecanismo
de accion de los compuestos fendlicos y derivados frente al gorgojo del maiz. Lo mas interesante de este modelo es el
hecho de que la toxicidad aguda al estar relacionada positivamente con la actividad antiAChE nos da evidencias a
favor de la hipétesis de que los compuestos fendlicos naturales ejercen su efecto insecticida a través de un mecanismo
gue involucra la inhibicion de la enzima AChE del insecto. Los insecticidas neurotéxicos inhibidores de AChE
normalmente actGan insensibilizando las sinapsis colinérgicas que ocurren en el neuropilo de los ganglios del sistema
nervioso central del insecto (Gerolt, 1983). La capacidad de un espécimen de atravesar barreras selectivas es esencial
ya que alrededor del sistema nervioso central existe una barrera hematoencefélica de alta selectividad en la interfase
hemolinfa-tejido nervioso y en el contacto de este con el sistema de traqueas.

La gran diferencia de actividades observadas para entre los compuestos fenolicos y los éteres Estragol y
Anetol fue capturada por la variabilidad de la constante de disociacion &cida (ec. 8). El papel que juega pKa con la
toxicidad aguda podria estar relacionado con la farmacocinética de los compuestos, es decir, movimiento de las
sustancias hacia el interior, a través del organismo y hacia el exterior de éste. Debido a que la mayor parte de las
moléculas orgénicas son acidos o bases débiles, el conocimiento del valor que toma este descriptor nos permite
predecir en que forma idnica se encontrara una especie quimica bajo distintas condiciones de acidez del medio, y esto
es particularmente importante ya que la ionizacién afecta la velocidad a la que es capaz de difundir a través de
sistemas de membranas biolGgicas y otras barreras de permeabilidad selectiva (Manallack, 2007).

Mientras mayor sea el valor de pKa es probable que el compuesto sea capaz de alcanzar mucho mas rapido y
en mayor cantidad el sitio de accion. Esta puede ser una de las razones por las cuales se observé una capacidad
insecticida particularmente alta para Estragol y Anetol, los cuales carecen de un grupo ionizable evidente. También
nos ayudaria a explicar por qué los monoterpenoides con funciones préacticamente no ionizables como aldehido,
cetona y epdxido presentan relativa mayor toxicidad aguda frente a S.zeamais que otros monoterpenoides con
funciones oxigenadas, como alcoholes y acidos carboxilicos (Yildirim y col., 2013).
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Otro aspecto a considerar es la relacién entre el valor de pKa, la polaridad del grupo fendlico y la volatilidad
del compuesto en cuestion: un aumento de la polaridad se traduce con valores de pKa bajos, y una menor volatilidad.
En ensayos de toxicidad por contacto realizados en cdmara es posible que la volatilidad de un compuesto sea un factor
importante ya que la via de entrada suele ser a través del sistema de traqueas. Este fendmeno no ocurre durante
ensayos de toxicidad por aplicacion tdépica donde el compuesto se deposita sobre la superficie del insecto
directamente. Esta puede ser la razon por la cual Isoeugenol, que se encuentra en fase sélida a temperatura ambiente, a
pesar de ser un muy buen inhibidor de la enzima AChE tiene muy baja actividad insecticida, mientras que en ensayos
de actividad insecticida por contacto mediante aplicacion tdpica en S.zeamais Eugenol, Isoeugenol y Metileugenol
(Eugenil metil éter) presentaron la misma toxicidad aguda (Huang y col., 2002), mientras que Eugenol tuvo 10 veces
mejor desempefio que Isoeugenol en ensayos de fumigacion realizados en P.americana (Ngoh y col., 1998).

Existen evidencias adicionales que apoyan esta hipotesis:

e Timol presenta el doble de actividad insecticida que Carvacrol cuando es aplicado de forma tépica en
especimenes de M.domestica. Sin embargo, la toxicidad del timol relativa a su isémero disminuye
abruptamente cuando se prueba en ensayos fumigantes (Rice & Coats, 19947 siendo este un sélido a
temperatura ambiente mientras que Carvacrol se encuentra en estado liquido.

e La sustitucion sobre la posicién - OH del anillo aromatico en Eugenol, Timol y Carvacrol disminuye 0 no
modifica la toxicidad medida en estudios realizados mediante aplicacion tdpica en M.domestica (Rice &
Coats, 1994b; Lee y col., 1997a; Grodnitzky & Coats, 2002).

e En estudios donde se analizé la capacidad insecticida de derivados éter de Timol, como timil-etil-eter y timil-
isopropil-eter, por aplicacion tépica realizados en Musca domestica (Diptera: Muscidae) se observé que no
existian diferencias significativas con respecto a la toxicidad del timol no sustituido (Grodnitzky & Coats,
2002).

Sin embargo debemos tener precaucidn a la hora de hacer conclusiones ya que que los valores de pKa
empleados para Estragol y Anetol son estimaciones, y es posible que el efecto de la volatilidad haya quedado
capturado por el valor extremo de este descriptor, pudiendo incluso llegar a ser mas importante que el efecto de
movilidad interna del compuesto. Podemos elucubrar que un modelo matematico tipo QSAR para esta técnica que
incluya otro tipo de compuestos aromaticos, como hidrocarburos, cetonas, éteres y aldehidos, incluiria algiin término
adicional que dé cuenta de las diferencias de volatilidad entre los compuestos ensayados.

El mecanismo de accién insecticida de los monoterpenoides no ha sido aun completamente esclarecido
(Rajendran & Sriranjini, 2008). El mecanismo mas plausible implica inhibicion de AChE, sin embargo no siempre se
ha observado una correlacién entre la actividad AntiAChE in vitro y la toxicidad de un compuesto (por ej. Grundy &
Still, 1985; Ryan & Byrne, 1998) por lo que se han propuesto otros mecanismos alternativos que involucran receptores
GABA (Hold y col., 2000) y receptores de octopamina (Enan, 2001) en insectos. Cabe mencionar que Grodnitzky &
Coats (2002) advierten que es posible que incluso compuestos estrechamente relacionados, como los monoterpenoides
aromaticos y no aromaticos, tengan mecanismos de accion diferentes.

A pesar de estas reservas, nuestros datos parecen apoyar la idea de este mecanismo involucraria un efecto
neurotéxico mediado por inhibicion de AChE por lo menos para compuestos aromaticos simples con funciones
oxigenadas, aunque puede que exista mas de un mecanismo posible, como seria el caso de Eugenol que podria ademas
actuar mediante union a receptores de octopamina (Enan, 2001). Es interesante notar que a lo largo de la bibliografia
disponible sobre el tema de los compuestos bioactivos en insectos, a pesar de las diferencias naturales, en general se
observan relaciones de toxicidad similares entre los monoterpenoides en distintas especies de insectos, lo que puede
hablarnos de un mecanismo comun de accion.

MISCELANEA

A lo largo de este trabajo se han sugerido numerosas ampliaciones a las que podemos agregar la realizacion de
estudios sobre efectos sinérgicos entre nuestros compuestos y otros estudiados previamente (lo que puede ayudar a
dilucidar otros aspectos sobre el mecanismo de accion de estas moléculas); o el estudio de mezclas de compuestos
naturales con insecticidas comerciales en concentraciones menores a las utilizadas a campo (Huang y col., 2002).

Otra aproximacion interesante para mejorar las cualidades de los monoterpenoides con potencial insecticida es
realizar mezclas en las que se incluyan otros compuestos conocidos por ser inhibidores selectivos de los mecanismos
enzimaticos de desintoxicacion, de manera de obtener formulaciones con efectos sinérgicos. Particularmente en
S.oryzae se han ensayado mezclas que contienen Estragol o Anetol adicionadas con inhibidores del sistema glutation-
S-transferasa (L6pez y col., 2010).

Ademas, si bien se menciond que los monoterpenoides no son compuestos fumigantes muy efectivos debido a
su baja presion de vapor existen estudios que se han realizado con la intencion de mejorar este aspecto utilizando
formulaciones que incluyen nanoparticulas (Ziaee y col., 2014)
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No obstante, si bien existen muchos estudios sobre extractos vegetales, AES y compuestos naturales con
potencial para posibles aplicaciones en el manejo integrado de plagas, existen ain muchos aspectos que se deben
soslayar antes de que esto sea factible y viable, como estudios a campo, viabilidad econémica, efectos de toxicidad
cruzada, estudios ambientales y de mercado, entre otros (Katz y col., 2008; Nerio y col., 2010).

La motivaciones para continuar con los trabajos de investigacién son importantes: nuestro pais se posiciona a
partir del afio 2016 como el segundo mayor exportador de maiz a nivel mundial (Cazada & Di Yenno, 2016) y el
gorgojo del maiz, S.zeamais, es la principal plaga causa de perdida de granos de maiz almacenados, que en nuestro
pais puede alcanzar hasta un 15% de la produccion (Huerga & San Juan, 2005). Los nuevos estandares de calidad
ambiental y sanidad del grano, junto con el cambio en el uso y manejo de la tierra en la agricultura moderna, han
impulsado el reemplazo paulatino de los métodos tradicionales de control quimico con pesticidas sintéticos de amplio
espectro por el uso bioplaguicidas selectivos y de baja toxicidad para mamiferos basados en aceites esenciales y
extractos vegetales, y el uso integrado de distintas herramientas de control de plagas. Ademas por cuestiones de
salubridad y estandares de calidad en nuestro pais se encuentra prohibida la comercializacion y exportacion de granos
con insectos vivos (Abadia y col., 2013), por lo que el control de esta plaga es un tema relevante y de interés para
distintos sectores nacionales.

CONCLUSIONES

» De los compuestos ensayados por su actividad como semioquimicos del gorgojo del maiz destacan como
atrayentes Guaiacol (R4, = 77) Y Eugenol (IR 4,y = 51), siendo este dltimo de particular interés por
presentar alta actividad a bajas concentraciones. La capacidad atrayente esta relacionada a la ecologia del
insecto. Estos compuestos parecen estar relacionados estructuralmente con la familia quimica de los
fenilpropanoides, metabolitos secundarios de plantas. Del estudio se desprende que la presencia de
interferencias estéricas sobre el grupo —OH, debido a la presencia de sustituyentes en posiciones
generalmente orto; y la presencia de grupos aldehido dentro de la molécula afectan a la capacidad atractiva de
los compuestos estudiados.

» Los compuestos Timol, Carvacrol, Estragol y Anetol presentaron alta actividad repelente (IR < —45), siendo
Carvacrol el que mejor se desempefia a bajas concentraciones (R4, = —47). Las caracteristicas
estructurales y fisicoquimicas que estan relacionadas con la capacidad de un compuesto de producir
repelencia no han sido aun esclarecidas.

» Los compuestos que presentaron mayor actividad AntiAChE fueron, en orden descendente: Carvacrol,
Isoeugenol, Timol y Eugenol. La capacidad de inhibir la enzima AChE parece estar relacionada con la
capacidad del compuesto de interaccionar con estructuras de membrana donde se encuentra embebida dicha
enzima y el tamafio de la molécula. Se ha sugerido un mecanismo de accién para los fenoles donde el extremo
polar de la molécula establece interacciones con el sitio aniénico B de la enzima mientras el otro extremo,
apolar, interacciona con la garganta aromatica que se abre a la cavidad donde se encuentra el sitio de union a
colina, obstruyéndola e inhibiendo asi la actividad catalitica.

» Los compuestos Anetol, Estragol, Eugenol y Timol presentaron la mejor actividad insecticida por contacto,
sin embargo ninguno presenta una toxicidad comparable a los insecticidas de uso comercial. La capacidad
insecticida parece estar gobernada por la capacidad del compuesto de alcanzar los sitios de accién,
determinada por el valor de su pKa, y su capacidad de inhibir la enzima AChE, de manera de ejercer un efecto
neurotoxico.
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ANEXOS

Anexo | — Descripcion de los compuestos empleados

Compuesto Nomenclatura Sistemética Tipo Fuente Natural
. . AE’s de tabaco (Nicotiana tabacum, Solanaceae)
Fenol Hidroxibenceno Fenol . . : O
y de agujas de pino (Pinus sylvestris, Pinaceae).
orto-Cresol 2-Metilfenol Alquil Fenol
meta-Cresol 3-Metilfenol Alquil Fenol Productos de la degradacion natural de la lignina y
presente en la creosota de madera.
para-Cresol 4-Metilfenol Alquil Fenol
Timol 2-1sopropil-5-metilfenol Alquil Fenol AE’s de tomillo (Thymus vulgaris, Lamiaceae)
mejorana (Origanum majorana, Lamiaceae) y de
Carvacrol 2-Metil-5-isopropilfenol Alquil Fenol orégano (Origanum vulgare, Lamiaceae).
. Productos de la degradacion natural de la lignina,
. . Alcoxifenol, ,
Guaiacol 2-Metoxifenol . presente en la creosota de madera y en el AE’s de
derivado de Catecol : -
guaiacum (Guaiacum sp, Zygophyllaceae).
Es un producto de reduccién de la vainillina (ver
mas abajo) que esta presente como glicésido en
Creosol 2-Metoxi-4-metilfenol Alcoxifenol las vainas verdes de vainilla (Vanilla planifolia,
Orchidaceae). También esté presente en la
creosota de madera.
Presente en el AE’s del clavo de olor (Syzygium
2-Metoxi-4-(2- Alcoxifenol, aroma}tlc_:um, Myrtat_:ea}e), la nuez moscada
Eugenol (Myristica sp, Myristicaceae) y la canela

propenil)fenol

Fenilpropanoide

(Cinnamomum zeylanicum o Cinnamomum verum,
Lauraceae).

trans-Isoeugenol

2-Metoxi-4-(E-1-
propenil)fenol

Alcoxifenol,
Fenilpropanoide

Presente en el AE’s de ylang-ylang (Cananga
odorata, Lamiaceae).

Vainillina

4-Hidroxi-3-
metoxibenzaldehido

Aldoalcoxifenol

Presente en el AEs de vainilla (Vanilla planifolia,
Orchidaceae).

Acido Ferdlico

Acido (E)-3-(4-hidroxi-3-
metoxi-fenil)propil-2-
enoico

Acido Fendlico;
Acidos
hidroxicinamicos

Se encuentra presente en la pared celular vegetal y
otorga rigidez estructural y resistencia al ataque de
microorganismaos.

Estragol

1-Metoxy-4-(prop-2-en-1-

il)benceno

Alcoxialquilbenceno,

Fenilpropanoide

Presente en el AE’s de albahaca (Ocimum
basilicum, Lamiaceae) y estragdn (Artemisia
dracunculus, Asteraceae).

trans-Anetol

trans-1-Metoxi-4-(prop-1-

enil)benceno

Alcoxialquilbenceno,

Fenilpropanoide

Presente en el AE’s del anis (Pimpinella anisum,
Apiaceae) e hinojo (Foeniculum vulgare,
Apiaceae)

Alquilbenceno,

AEs de comino (Cuminum cyminum L., Apiaceae)

para-Cimeno 4-Isopropiltolueno Hidrocarburo, - .
Monoterpenoide. y tomillo (Thymus sp. L., Lamiaceae).
O, O-dietil O-3,5,6-
Clorpirifés trichloropyridin-2-il Organofosforado -
fosforotioato
Diclorvos (DDVP) 2,2-diclorovinil-dimetil Organofosforado -

fosfato

Acido Propidnico

Acido propanoico

Acido carboxilico

Reactivo de Ellman

Acido 5,5°-dithio-bis-(2-

(DTNB nitrobenzoico)
Yoduro de Yoduro de acetato de 2-
Acetiltiocolina mercapto-N,N,N- Tioester de colina -
(AThChI) trimetiletilamina
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Anexo Il — Predictores empleados en el analisis QSAR

Nombre Simbolo Unidad Descripcion Fuente
Peso Molecular PM g/mol - Datos provistos
por el proveedor.
Volumen Molar \Y cm*/mol - (Chemspider).
Representacion del volumen englobado por la superficie abstracta
a través de la cual, se supone, una molécula es capaz de interactuar
con otras. Célculo in silico
Volumen vm A3 En QSAR es empleado como para modelar fenémenos en el que el basado en
Molecular tamafio molecular es un factor determinante, como la capacidad de fragmentos
una molécula de atravesar canales transmembrana en la absorcion ~ (Molinspiration)
intestinal 'y penetracion de la barrera hematoencefalica
(Molinspiration).
Densidad 3 Datos provistos
. ) g/cm -
Especifica por el proveedor.
Ten5|o_n_ Ts dina/cm - (Chemspider).
superficial
Inversa de la frecuencia del pico de absorcién correspondiente al  Instituto Nacional
estiramiento del enlace 0 — H del grupo hidréxilo fenélico medida ~ de Cienciay
Ntmero de onda en centimetros. 'I;e(éjnolto_glla
. 1 ndustria
Egspectroscopla A cm Integra_informacion tanto del nimero y tipo de sustituyente  Avanzada de
) asociados al anillo fendlico como del ambiente en el que se  japgn (AIST)
encuentra el grupo hidroxilo y su accesibilidad (Lutz y col., 1998; (Kinugasa, Tanabe
Coates & Meyers, 2000; Rapopport, 2003)*. & Tamura).
. Propiedad fisica: relacion entre la velocidad de la luz en el vacio y
Indice de : . ; o .
- su velocidad en un medio compuesto por la sustancia de interés  Datos provistos
Refraccion a n - - - . e -
20°C pura. Sg relaciona con d!stmtas propledades Opticas, eléctricas y  por el proveedor.
magnéticas de las sustancias (Katritzky y col., 1998).
Punto de Fusion o Datos provistos
Pf C -
alatm por el proveedor.
Punto de Datos provistos
Ebullicién a 1 Peb °C - P
por el proveedor.
atm
Presion de vapor .
225°C Pvap hPa - (Chemspider).
Momento permanente resultante de la distribucién no uniforme de
cargas dentro de wuna molécula. Como predictor integra
informacién sobre la capacidad de un compuesto de establecer .
Momento . : . - (Pitt Quantum
. i Debye (D) interacciones polares con otras moléculas. Se ha utilizado con .
Dipolar o . : s : Repository).
éxito en el estudio de interaccidnes receptor-ligando,
especificamente en el estudio de la actividad anticolinesterasa de
carbamatos y compuestos aromaticos (Lienxs y col., 1982).
Es un pardmetro fisicoquimico clave en el disefio de principios Estimacién a partir
Constante de . : . o
Disociacion oKa ) activos ya que exphcgr una b_uena parte del comportamiento ,de_ las de c_ilstrlbucmn
4cida moléculas en solucion e influencia numerosas caracteristicas parcial de cargas

biofarmaceuticas (Manallack, 2007).

(Chemicalize).
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Representa el volumen molar de una sustancia a la temperatura a la
cual su tensién superficial es la unidad (Balasubrahmanyam,
2008). Es un importante parametro molecular empleado como una
medida de la naturaleza estérica de un atomo o grupo de atomos
(Roy y col., 2015). Se calcula mediante la expresion (Exner,

1962):
pM ]
Par = yl/4—— = Z Par; Calculado segin
Parachor Par 14 P i Exner (1962)
Donde y es la tension superficial, PM el peso molecular y p la
densidad de la molécula.
Este predictor es considerado como una cantidad aditiva, en el
sentido que puede ser expresado como la sumatoria de los
incrementos Par; correspondientes a los atomos individuales o
grupos dentro de la molécula (Exner, 1962).
Representa la lipofilicidad de una molécula. Este tipo de
predictores conforman una serie de propiedades fisicoquimicas que
nos permiten analizar la capacidad de una molécula de
interaccionar con otras fases o moléculas dependiendo de su
polaridad (Klopman y col., 1994).
Coeficiente de Se calculan como el logaritmo en base decimal de razén de
Particion LogP - reparticion de una molécula entre una fase acuosa y una fase
Octanol-Agua apolar compuesta por n-octanol. El coeficiente P se define de la
siguiente manera:
P = M Calculo in silico
[Alaq basado en
Usualmente se considera hidrofébico a un compuesto cuando Incrementos
LogP < 1. En el caso de que una especie quimica sea susceptible _atomicos
a sufrir una reaccién de ionizacion, tal que: (Viswanadhan y
col., 1989)
AH - A~ +H* (Chemicalize &
se suele utilizar el Coeficiente de Distribucién ya que este tiene en ~ Molinspiration)
cuenta las diferentes especies derivadas de esta reaccién dentro de
. su definicién:
Coeficiente de
Distribucién a LogD - _ [AH]octanot + [A7 octanol
pH=74 [AH]aq + [A_]aq
De esta ecuacion se deduce que el valor de LogD varia con el
aumento o descenso de la acidez ya que el grado de ionizacion de
una molécula depende del pH de la solucién, por lo que este suele
medirse a pH estandarizado de 7,4 por su similitud al pH
fisiolégico.
La bioconcentracién es el fenémeno por el cual una sustancia
quimica es absorbida por un organismo desde el entorno a través Correlacién a
Factor de de su sistema respiratorio o superficies dérmicas (piel, escamas, partir de datos de
Bioconcentraci6  BCF - cuticula, etc.). EI BCF mide el grado de afinidad de una sustancia LogP, segln
napH=74 quimica por un tejido vivo. Es un pardmetro utilizado en  Mackay (1982),
evaluaciones de riesgo para la salud humana y el medio ambiente ~ (Chemspider).
(Arnot &Gobas , 2006).
Area que ocupan en conjunto todos los grupos polares presentes en
la molécula. ] o
Area Topolégica Eyi . o Célculo in silico
o co xisten numerosos métodos para su estimacion y se ha empleado basado en
de Superficie SP A exitosamente en la exploracion de las interacciones polares para un fragmentos

Polar

amplio rango de moléculas que actian como ligandos alternativos
en reacciones enzimaticas (Ertl y col, 2000; Prassana & Doerksen,
2009).

(Chemicalize).
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Medida de la capacidad de una molécula de formar dipolos Calculo in silico

instantaneos. Determina la respuesta dinamica de un conjunto de basado en
Polarizabilidad Pol IS enlaces frente a un campo externo. Integra informacion sqbre la incrementos
estructura electronica interna de una molécula. Puede estimarse atémicos (Roy y
como una propiedad aditiva de la polarizabilidad atomica (4;)(Roy col., 2015)
y col, 2015). (Chemicalize).
Medida del volumen que ocupan un atomo o un grupo de ellos.
Esta relacionado con la naturaleza estérica de la molécula. Se
. calcula mediante la siguiente ecuacién (Roy y col., 2015):
Refractividad MR  cm%mol 2 (Chemicalize)
Molar R n‘—1 % :
T \nz2+2) p
Donde n representa el indice de refraccion, PM el peso molecular
y p la densidad de la molécula.
Fraccion de Fsp3 ) Proporcion de atomos que se encuentran formando parte de una (Chemicalize).

Insaturacion insaturacién dentro de una molécula.

* La frecuencia de vibracion del enlace O — H se encuentra linealmente correlacionado con el valor de pKa para fenoles en agua,
por lo que estos dos predictores no son independientes (Goulden, 1954; Bavin & Canady, 1957).
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Anexo Il — Valores de los predictores para cada compuesto

Predictores Fenol p-Cresol m-Cresol 0-Cresol Creosol
PM 94,113 108,138 108,138 108,138 138,164
\% 87,9 104,1 104,1 104,1 128,1
Vm 94,11 108,62 108,62 108,14 134,17
) 1,071 1,034 1,034 1,048 1,092
Ts 41 38,8 38,8 38,8 37,3
A 3229 3322 3329 3408 3616
Rfrl 1,553 1,54 1,54 1,54 1,537
Pf 41,5 33 11,5 32 55
Peb 181 201,5 203 191 221
Pvap 0,4 0,2 0,2 0,2 0,1
u 1,31 1,86 1,98 1,59 1,56
pKa 9,94 10,17 10,81 10,81 10,27
Par 222 261 261 258 313
(Mol) 1,46 1,91 1,88 2,33 1,73
(Chem) 1,48 1,94 1,94 1,94 1,65
LogD 1,63 2,09 2,09 2,09 1,83
BCF 10,13 22,61 22,6 22,62 14,52
SP 20,23 20,23 20,23 20,23 29,46
Pol 10,94 12,7 12,7 12,71 15,21
MR 28,04 33,08 33,08 33,08 39,54
Fsp3 0 0,14 0,14 0,14 0,25
Timol Carvacrol  Guaiacol Eugenol Isoeugenol
PM 150,218 150,218 124,137 164,201 164,201
\% 154,2 154,2 111,9 156,3 152,8
Vm 158,57 158,57 117,61 162,14 161,59
5 0,965 0,9765 1,129 1,068 1,08
Ts 35 35 38,7 36,6 39
A 3175 3372 3611 3618 3614
Rfrl 1,523 1,526 1,543 1,541 1,577
Pf 50,5 2 29,5 -12 -10
Peb 232 237 205 252,5 267
Pvap 0 0 0,2 0 0
n 1,44 1,45 1,82 1,86 1,25
pKa 10,59 10,38 9,97 10,29 10,15
Par 379 374 274 378 380
Log (Mol) 3,34 3,81 1,3 2,1 2,38
(Chem) 3,28 3,28 1,19 2,2 2,45
LogD 3,08 3,08 1,34 2,48 2,55
BCF 129,32 129,27 6,1 45,12 51,11
SP 20,23 20,23 29,46 29,46 29,46
Pol 18,16 18,16 13,45 18,73 18,81
MR 47,27 47,27 34,5 48,79 49,86
Fsp3 0,4 0,4 0,14 0,2 0,2
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Vainillina Estragol Anetol (E)-Ferulato p-Cimeno

PM 152,147 148,202 148,202 194,184 134,218
v 1235 157,9 154,4 1475 155,8
vm 136,59 154,12 153,57 172,03 150,55
8 1,06 0,965 0,991 13 0,86
Ts 47,3 30 31,9 56,2 28,5
A 3174 - - - -
Rfrl 1,588 1,521 1,561 1,627 1,49
Pf 82 - 21,5 172,5 -68
Peb 330,993 2155 233,5 372,3 177
Pvap 0 0,2 0,1 0 17
M 2,64 1,25 1,21 3,93 0,18
pKa 7,78 * * 9,98** *
Par 376 359 355 409 361
(Mol) 1,07 2,82 3,1 1,25 3,9
(Chem) 1,19 3,15 3,17 1,64 4,02
LogD 1,14 3,14 3,08 -1,38 4,13
BCF 3,96 142,53 130,06 1 810,27
SP 46,53 9,23 9,23 66,76 0
Pol 15,36 18,16 18,24 19,35 17,62
MR 41,09 46,81 47,88 51,5 45,29
Fsp3 0,12 0,2 0,2 0,1 0,4

* El valor de pKa de estos compuestos no puede estimarse debido a que no tienen grupos
donadores de protones evidentes.

** Se tomo el valor de pKa del grupo - OH fendlico.
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