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Reswmen

En el presente trabajo de tesis doctoral se sintetizan 4 series diferentes de 5-amino-

1 H-1-arilpirazoles con el objetivo de buscar andlogos al insecticida comercial Fipronil® para

evaluar su posible actividad fitosanitaria en diferentes modelos bioldgicos.

Para la sintesis quimica se procedio a la obtencién y caracterizacién de la familia de
5-amino-1-A-1-arilpirazoles-4-carbonitrilos, la cual posteriormente se modificé por
hidrolisis acida de la posicion 4 del anillo pirazol a 5-amino-1/-1-arilpirazoles-4-
carboxamidas. Por otro lado se realizé la sintesis de 5-amino-1/-1-aril-4-sulfinilpirazoles
previa sintesis de la serie 5-amino-1/-1-arilpirazoles. Los productos de sintesis se aislaron y
posteriormente caracterizaron utilizando técnicas de resonancia magnéticanuclear(RMN),

espectrometria de masa, punto de fusién, cuantificados por cromatografia.

Asimismo se aisld el ingrediente activo (i.a.) Fipronil® del comercial CLAP 20% por
sucesivas extracciones y cromatografia en columna para luego utilizarlo como testigo en los

bioensayos de actividad insecticida y fungicida.

Los ensayos de actividad insecticida de pirazoles sintetizados y seleccionados, se
realizaron en el lepidépteroSpodoptera frugiperda o gusano cogollero; y en el
microlepidéptero 7uta absoluta o minador del tomate, encontrando actividad insecticida de
interés por parte de dos de los compuestos sintetizados y seleccionados y ensayados frente a
ambos modelos bioldgicos. Respecto la actividad fungicida en cepas de hongos fitopatégenos
y una especie de hongo sapréfito, se ensayaron todos los compuestos sintetizados y ninguno

presentd actividad fungicida en los hongos ensayados.

Abstract

In the present thesis, 4 different series of 5-amino-1H-1-arylpyrazoles were

synthesized in order to look for analogues of the commercial insecticide Fipronil® to

evaluate its possible phytosanitary activity in different biological models.

For the chemical synthesis, the 5-amino-1-/-1-arylpyrazoles-4-carbonitriles family
was obtained and characterized, which was subsequently modified by acid hydrolysis of the
4-position of the pyrazole ring to 5-amino-1/ -1-acylpyrazoles-4-carboxamides. On the
other hand the synthesis of 5-amino-1/-1-aryl-4-sulfinylpyrazoles is shown prior to
synthesis of the 5-amino-1/A-1-arylpyrazoles series. Synthesis products were isolated and
subsequently characterized using nuclear magnetic resonance (NMR) techniques, mass

spectrometry, melting point, quantified by gas chromatography.

The active ingredient (i.a.) Fipronil® from the CLAP commercial 20% was also
isolated by successive extractions and column chromatography to be use as a control in

bioactivity tests.




The insecticidal activity assays of the synthesized pyrazoles and selections, were
carried out on the lepidéptera Spodoptera frugiperda or the crownworm; and in the tomato
microlepidéptero Tutaabsoluta or tomato miner, finding insecticidal activity of interest by
two of the compounds synthesized and selected and tested against both biological models.
Regarding the fungicidal activity in strains of phytopathogenic fungi and a species of
saprophytic fungus, all the synthesized compounds were tested without showing fungicidal

activity.
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Introduccion al concepto de Sequridad Alimentaria

En el presente capitulo se pretende introducir al lector en la tematica desarrollada
durante la tesis doctoral, desde la perspectiva de la sustentabilidad alimentaria y el aporte

fitosanitario a partir de la sintesis quimica de compuestos alternativos.

El desarrollo del concepto de seguridad alimentaria comenzé a mediados de los afios
'70, cuando la Cumbre sobre la Alimentacion en 1974 la definid desde el punto de vista del
suministro de alimentos, estableciendo que se debe asegurar la disponibilidad de los alimentos
basicos y la estabilidad nacional e internacional de sus precios[1]. En 1996 dicha cumbre
extiende el concepto y define que “Existe seguridad alimentaria cuando todas las personas
tienen en todo momento acceso fisico y econédmico a suficientes alimentos inocuos y nutritivos
para satisfacer sus necesidades alimenticias y sus preferencias en cuanto a los alimentos a fin
de llevar una vida activa y sana”. De esta manera, se abarca desde una perspectiva
multidimensional incluyendo la disponibilidad, el acceso, la estabilidad del suministro y el uso

de los alimentos[2].

Asi, la definicion plantea cuatro dimensiones primordiales sobre los alimentos: 1)
disponibilidad fisica, 2) acceso econdmico vy fisico; 3) utilizacién y 4) estabilidad en el tiempo;
ya que las condiciones climaticas adversas (la sequia, las inundaciones), la inestabilidad politica
(el descontento social), o los factores econdmicos (el desempleo, los aumentos de los precios

de los alimentos) pueden incidir en la condicion de seguridad alimentaria de las personas[2].

Se estima que la poblacién mundial en 2050 sera de alrededor de 9000 millones de
personas, por lo cual, se necesitara elevar la produccién de alimentos actual en, al menos, un
50 %. Esto, es un gran desafio dado que se considera que el cambio climatico podria reducir el
rendimiento de los cultivos en mds de un 25 % y que el capital natural (suelo, biodiversidad,
océanos, bosques, etc.) se estd agotando a un ritmo sin precedentes. Por esto, si no se
modifica la forma de producir los alimentos y gestionar los recursos naturales, se pone en

riesgo la seguridad alimentaria.

Para evitarlo, se debera trabajar con soluciones sustentables, adaptando los recursos,
fomentar técnicas agricolas acertadas en relacidon con el clima, recuperar tierras agricolas

degradadas, y mejorar los sistemas de almacenamiento y las cadenas de suministro para




reducir el desperdicio de alimentos. Por esto, actualmente se plantea una modalidad de
agricultura sustentable, donde la actividad agropecuaria sea sostenible a largo plazo,
promoviendo un equilibrio entre la productividad, la rentabilidad y el cuidado del ambiente[3].
Esto se logrard combinando elementos del conocimiento cientifico tradicional y moderno
contemplando a su vez el marco socioecondmico comun. La complementacién del uso de
insumos y variedades de cultivos convencionales con las nuevas tecnologias asegurara una

produccién agricola mds permisible y sustentable [4].

El desafio actual, donde se incluye nuestro aporte, se centra en la capacidad de
innovacion en busca de sustentabilidad a largo plazo, incorporando tecnologias a partir de
recursos renovables, uso de agentes quimicos especificos y menos tdxicos para el medio
ambiente. Los intereses durante el desarrollo de la presente tesis se enfocan al uso de la
sintesis quimica para el desarrollo de nuevos compuestos con actividad insecticida como
herramienta a incorporar a futuro en el desarrollo de producciones mas intensas, sostenibles a

largo plazo y rentables.

El empleo de agentes quimicos en la produccién de alimentosincluye diversos
pesticidas, ya sea de origen quimico, bioldgico o naturales. La Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) define a los plaguicidas como: "cualquier
sustancia destinada a prevenir, destruir, atraer, repeler o combatir cualquier plaga, incluidas
las especies indeseadas de plantas o animales, durante la produccién, almacenamiento,
transporte, distribucién y elaboracidon de alimentos, productos agricolas o alimentos para
animales, o que pueda administrarse a los animales para combatir ectoparasitos. El término
incluye las sustancias destinadas a utilizarse como reguladores del crecimiento de las
plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o inhibidores de la
germinacion, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha para
proteger el producto contra el deterioro durante el almacenamiento y transporte. El término
no incluye normalmente los fertilizantes, nutrientes de origen vegetal o animal, aditivos

alimentarios ni medicamentos para animales"[5].

A nivel internacional existe una clasificacién de plaguicidas de acuerdo a la
toxicidadaguda segun los criterios de la Organizacién mundial de la Salud (OMS), desarrollada
en el marco del Programa Internacional sobre Seguridad de Quimicos[1], tal como se observa a

continuacién en la tabla 1.
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https://es.wikipedia.org/wiki/Cosecha
https://es.wikipedia.org/wiki/Fertilizante
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Tabla 1: Clasificacién toxicoldgica y etiquetado de plaguicidas segin la OMS-

Clase Frase de DLs, de ratas (mg/kg peso vivo)
Toxicologica Advertencia Oral Dermal

la Extremadamente peligroso <5 <50

Ib Altamente peligroso 5-50 50-200

| Moderadamente peligroso 50-2000 200-2000
1} Ligeramente peligroso >2000 >2000

\} Productos que normalmente no presentan 5000 o mayor

peligro en el uso

Considerando estos antecedentes y dado el interés por buscar nuevas alternativas mas
inclusivas, es necesario describir la situacién de los fitosanitarios y porqué se sigue sosteniendo

y apoyando su uso a pesar de las dudas que también dejan al descubierto.

Uso de Fitosanitarios

Existen corrientes de pensamiento orientadas a la aplicacién de la agroecologia,
considerando que aplicando estrategias agroecoldgicas incrementara la resiliencia ecolégica de
los sistemas agricolas siendo esenciales pero no suficientes para alcanzar la sostenibilidad [6].
Dado que el mundo es cada vez mas dependiente de agroecosistemas industriales, el
paradigma actual puede representar la Unica ruta viable y sdlida para incrementar la
productividad, la sostenibilidad y la resilienciade la produccidn agricola. Un claro ejemplo es la
situacién de muchos campesinos y agricultores familiares que lidian con la variaciéon climatica,
la pérdida del rendimiento de los cultivos, lo cual es de gran relevancia para el futuro de la
seguridad alimentaria global [7].

El ser humano considero diferentes alternativas de subsistencia histéricamente, las
cuales evolucionan constantemente, la aplicacidon de plaguicidas con el objetivo de disminuir
las pérdidas de los cultivos, se inicié con principios activos naturales y luego se prosiguid con la
busqueda de compuestos de sintesis. A nivel global, la utilizacién de agroquimicos se
incrementd notablemente a partir de la Segunda Guerra Mundial y se relaciona a los cambios
instaurados en los modelos de produccidon y cultivo para duplicar la produccion de alimentos

agricolas y minimizar los riesgos de pérdida por acciones de plagas.

En el balance de beneficios y perjuicios, los plaguicidas fueron mundialmente

aceptados, porque incrementaron la productividad agricola debido a la proteccién contra




enfermedades mas frecuentes y recuperacién de plantaciones. En los ultimos afios han
tomado mayor relevancia aln, con la aparicién en el mercado de semillas con modificaciones
genéticas en cultivos como la soja, maiz, y algoddn entre otros, que justamente requieren de
fitosanitarios especificos para combatir plagas que amenacen o pongan en peligro el

rendimiento de los cultivos.

Los productos fitosanitarios tienen diferente grado de selectividad sobre los
organismos que se quieren destruir y también pueden afectar a otras especies, consideradas
organismos no blancos, incluido el hombre. Es por eso que el producto fitosanitario ideal seria
aquel que fuera altamente téxico para la plaga a controlar y de muy baja toxicidad para los

demas organismos no blanco (selectivo).

En la Republica Argentina, el SENASA (Servicio Nacional de Sanidad y Seguridad
Alimentaria) es el organismo de control que regula la clasificacion y etiquetado de los
productos fitosanitarios de acuerdo a los estudios toxicoldgicos presentados por los
registrantes. Esta clasificacion toma como referencia a la Agencia de Proteccion Ambiental de

los Estados Unidos de Norteamérica (EPA).

En cuanto al mercado argentinoespecificamente, de acuerdo a lo reportado en el
Informe del Mercado Fitosanitario de 2012, el principal segmento de ventas corresponde a los
herbicidas, con un 64% de la facturacién, donde el glifosato ocupa un lugar primordial. El
segundo segmento en importancia por su facturacidn, es el de los insecticidas con un 16% del
total del mercado, siendo el clorpirifésel principal activo. En tercer,cuarto y quinto lugar se
encuentran los fungicidas curasemillas y acaricidas respectivamente. En cuanto a éstos, se
observa una tendencia creciente en las ventas de los curasemillas (10% interanual); y una
dependencia de las condiciones climaticas se ve asociada a la comercializacién de fungicidas y
acaricidas. No es un dato menor que el mercado argentino de plaguicidas culminé en 2012 con
2.381,16 millones de dodlares de facturacién de acuerdo a lo informado por el Ministerio de

Agroindustria argentino.

Respecto la estructura quimica, los primeros plaguicidas se remitian a organoclorados,
organofosforados y carbamicos; actualmente las estructuras quimicas a las que pertenecen los
agroquimicos son muy variadas. Los diversos plaguicidas aplicados tiene su base en las
diferencias de las moléculas a modo estructural, entre los plaguicidas orgdnicos utilizados

encontramos diversos heterociclos en las estructuras de base. Habitualmente los insecticidas




se clasificaban por su estructura quimica (clorados, fosforados, etc.), los fungicidas en funcion
de su movilidad en el vegetal (no sistémicos o de contacto, mesostémicos y sistémicos), y los
herbicidas en funcion de su modo de accidn(los que afectan la fotosintesis, los que inhiben la

produccién de aminoacidos).

Actualmente se clasifican por el proceso metabélico en el que actlan; en insecticidas y
acaricidas se utiliza la clasificaciéon correspondiente al Comité de Accién de Resistencia a
insecticida (IRAC), en fungicidas la de Comité de Resistencia de Accién Fungicida (FRAC) y en
herbicidas la del Comité de Resistencia de Accidn a Herbicidas (HRAC) y Sociedad de Ciencia
de Semillas de América (WSSA). Los criterios de clasificacidon de plaguicidas de esta manera a
nivel internacional, facilita la comprensidon y permite vincular la actividad de los diferentes

grupos de productos|8].

Por ejemplo, los compuestos heterociclos y derivados se encuentran en una variedad
de insecticidas, como en el caso del grupo de inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE),
antagonistas y agonistas de canales de cloro modulado por acido gamma aminobutirico
(GABA), activadores de canales de cloro,moduladores de érganos cordotonales, entre otros
[8]. Dentro de los heterociclos encontramos los pirazoles como estructuras claves en el grupo
de los antagonistas del GABA, que son justamente las estructuras que se involucran en el

desarrollo de la tesis.

Pirazoles y sus aplicaciones

Los pirazoles, son heterociclos aromaticos de cinco miembros con dos atomos de
nitréogeno adyacentes como se observa en la figura 1. Estos, forman parte de labase estructural
frecuentemente encontrada en un nimero de pequefiasmoléculasque poseen un amplio rango
de interés por sus aplicaciones en las d4reas de agroquimica, industria quimica y

farmacéutica[9], [10].
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Figura T- Estructura del anillo pirazol




Los derivados pirazélicos, poseen un amplio rango de actividades bioldgicas incluyendo
actividad antiinflamatorias, anticonvulsivos, anticdncer, antivirales y antifingicos. Se ha
reportado que los andlogos fluorados de esta familia son capaces de inhibir selectivamente el
factor inducible de hipoxia, la propilhidropoxilasa[8]. Ciertos derivados de pirazoles han sido
descriptos como antagonistas/agonistas del neurotransmisor GABA con selectividad hacia los
insectos como el caso de fenilpirazoles; algunos exhiben actividad antifungica, mientras que

otros han sido reportados como potentes agentes antibacteriales[11].

Los pirazoles también son ampliamente utilizados en quimica supramolecular y de
polimeros, en la industria alimentaria, colorantes cosméticos y estabilizantes UV; mientras que
otros presentan propiedades de cristales liquidos. A diferencia de los amplios usos
encontrados en la actividad humana, los derivados pirazdlicos, raramente se encuentran en

productos naturales, debido a la dificultad de formar enlaces N-N por los organismos vivos[12].

Durante la ultima década, se han reportado un gran nimero de publicaciones respecto
a las propiedades fisicoquimicas y aplicaciones tecnolégicas de los pirazoles, entre los cuales
podemos ejemplificar agentes de brillo dptico, estructuras de sistemas fotoinducidas de
transferencia de electrones; fluoré6foros como materiales fotocromicos de estado sélido, como
asi también aplicaciones como ligandos en quimica de metales[10]; asimismo muchos

surfactantes catidnicos y sus complejos con cobre derivan del anillo pirazdlico [11].

Muchos pirazoles también son Utiles como sintones, bases estructurales para muchos
heterociclos actuando como binucledfilos. Por ejemplo, a partir de estos y mediante ciclo
condensaciones se pueden obtener heterociclos nitrogenados biciclicos, tales como

pirazolopirimidinas, pirazolopiridinas,etc[10].

Por otro lado, los N-aril-5-aminopirazoles son una base estructural de referencia,
usada para el disefio de moléculas capaces de actuar sobre distintos tipos de receptores o
enzimas en los procesos de los seres vivos[l11l]como el caso de Fipronil, un arilpirazol
ampliamente utilizado a nivel mundial como insecticida, conocido por su accién en los

receptores GABA de los insectos afectando el sistema nervioso central.

Fipronil: un arilpirazol con actividad insecticida




Dentro de la familia de los Fiproles (arilpirazoles) se encuentra una amplia variedad
como los ejemplificadosen la figura 2, casualmente presentan la parte 1-aril con la hidracina
gue corresponde a Fipronil, el producto comercial de referencia en este trabajo de tesis. Es
importante mencionar que existen una gran variedad de arilpirazoles con diferentes grupos
funcionales y potencial actividad, que en nuestra tesis justamente se varia la estructura del
anillo aromatico (entre otras) de los pirazoles respecto el comercial.

Otros fiproles de importancia comercial son: Ethiprole® (fig. 2) lanzado como
insecticida por Bayer CropScience® en 2005 que ha mejorado la sistematicidad y control en
plantas, con un control mds amplio en plagas de succidn, pero presenta mucho menos
actividad en insectos lepiddpteros. Pyriprole® ha sido recientemente introducido por Novartis
Animal Health como un ectoparasiticida para pulgas y garrapatas en perros. Otros tres
fenilpirazoles han sido desarrollados como insecticidas de cultivos como se observa en la fig. 2

a continuacion.
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Especificamente Fipronil, como se observa en la figura 3, es un insecticida
arilpirazélicode la familia de los Fiproles de amplio espectro que actia por contacto e
ingestidon. Fue desarrollado por la compaiiia Rhéne-Poulenc en 1985 y lanzado al mercado en
1993. Tras la fusion de Rhone-Poulenc con Hoechst en Aventis, el Fipronil pasé en 2002 a
Bayer AG. Posteriormente Bayer vendid los derechos de Fipronil y otros fungicidas en 2003 a

BASF[13].




Figura 3+ Estructura quimica de Fipronil

El nombre guimico es 5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil]-4-
(trifluorometilsulfinil)pirazol-3-carbonitrilo o bien 5-amino-1-(2,6-dicloro-a,a,a-trifluoro-p-
tolil)-4-trifluorometilsulfinilpirazol-3-carbonitrilo. El nimero de registro o servicio de abstract
qguimicos (CAS) es 120068-37-3. Su férmula molecular es C;,H4Cl,FsN,OS y su peso molecular es
437.141g/mol. En cuanto a sus propiedades fisicas y quimicas, es un polvo blanco, muy poco
soluble en agua, 1,9 mg/L (pH5); 2,4mg/L (pH9) a 20°C y estable al calentamiento, aire y

condiciones acidas. Es sensible a la fotodegradacion y descomposicién en condiciones basicas.

En cuanto a la relacion estructura-actividad de la molécula de Fipronil, los derivados
que poseen el grupo 2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil en la posicion 1 del anillo, han
demostrado la mejor actividad insecticida, mientras que los otros grupos no presentaron
actividad comparable a este grupo, y por eso el mismo comenzd a denominarse
“Parnellophore” o grupo aril magico.; esto referencia su utilidad como sitio de unién de pro-

droga[13].

Fipronil es uno de los insecticidas mas eficiente aun en dosis bajas, es por ello que
agricultores de mds de 70 paises lo aplican en mas de 100 cultivos para diferentes plagas. Por
ejemplo, insectos del orden Ortdptera (cucaracha, langosta), Iséptera (termitas) y Diptera

(moscas) pueden controlarse utilizando dosis a campo de 1 g a 25 gdei.a./ha[13].

Insectos del orden Coledptera (escarabajos y gorgojos), Tisandptera (trips o arafiuelas),
Hemiptera (chinches) y algunas familias dentro de Lepiddptera (polillas, larvas) muestran alta
susceptibilidad a Fipronil y son controlados con 25-75 g i.a. /ha. Homépteras (afidos y mosca
blanca) y Noctuidae (dentro de Lepiddptera) muestran baja susceptibilidad a Fipronil
requiriendo utilizar mas de 200 g/ha;incluso se utiliza para el control de hormigas, pulgas,

garrapatas y otros insectos[13] con los nombres comerciales que incluyenFrontline®, Combat®,



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C12H4Cl2F6N4OS&sort=mw&sort_dir=asc

Regent®, MaxForce®, Chipco® CLAP®, GelTek® entre otros.Asimismo se ha utilizado en el
tratamiento de semillas para la proteccion de cultivos, como el ejemplo del comercial

Goldor®Bait en la Unién Europea para el control de las polillas de la papa.

Respecto al modo de accion, Fipronil actua bloqueando los canales de cloro del GABAa
(complejos de proteina transmembrana pentaméricos), lo que lo hacen responsable de la
inhibicidon del sistema nervioso central. Esta disrupcién de los receptores GABAalleva a un
exceso de estimulacion neuronal resultando en la muerte del insecto. Otras subunidades en
los complejos GABAa modifican las afinidades de uniéon de acuerdo a las especies;
particularmente Fipronil, tiene mayor afinidad por los complejos de receptores de

invertebrados en comparacién con los complejos de receptores de vertebrados.

Fipronil 'y su metabolito sulfona[-SO(O)CF; o (5-amino-1-[2,6-dicloro-4-
(trifluorometil)fenil]-4-(trifluorometilsulfonil)pirazol-3-carbonitrilo)] son Unicos en cuanto a
tres sitios target de alta actividad, tres canales de ligando de cloro que median la mayor
transmisién inhibitoria en el sistema nervioso del insecto: receptores GABA y dos subtipos de
receptores GluCls. Ciertos niveles de inhibicion estan siempre presentes en el sistema nervioso
central y esta disrupcién lleva a lahiperexcitacién y convulsiones, por eso los bloqueadores de
canales de cloro GABA se refieren como convulsivos. Tan pronto se desarrolléFipronil,se
determind su modo de accién como antagonista no competitivo (NCA)s dado que se observo
gue junto a otros insecticidas arilpirazélicos causaban sintomas en mosca doméstica y ratones,

similares a los causados por otros antagonistas del GABA como el insecticida Dieldrin[12].

Es de amplio conocimiento que, conforme se incorporen plaguicidas, dado que las
plagas en si adquieren mecanismos de resistencia para convivir en el ambiente con los
productos quimicos para combatirlas. Se exige constantemente el desarrollo de productos mas
efectivos a razén de la evolucidn de las plagas y se relaciona directamente con el fenédmeno de

resistencia de éstas.

Resistencia a Plaguicidas

La resistencia es un proceso evolutivo basico que involucra a todos los seres vivos sin
excepcion y puede definirse como la habilidad de una poblacién de tolerar cierta dosis de un

téxico, la que para el resto de la especie o poblacién normal seria letal. Es un fendmeno




preadaptativo que surge como consecuenciade la presidon de seleccién con el téxico, es una

caracteristica codificada genéticamente y es heredable [14], [15].

Considerando algunos conceptos, se establece a la tolerancia como un fendmeno
natural de la especie y refiere a las diferencias de susceptibilidad a un determinado tdxico
entre diferentes especies.La resistencia cruzada se manifiesta cuando una poblacidn es
resistente a diferentes familias de insecticidas a través del mismo mecanismo, mientras que la
resistencia multiple lo hace cuando es inafectado por diferentes familias de insecticidas con
diversos modos de accidn y entre las diferentes clases de agroquimicos. Los insectos y otros
organismos han desarrollado elevados niveles de resistencia al ser expuestos a masivas y
periddicas aplicaciones de plaguicidas modernos, como clorados, organofosforados,
carbonatos y piretroides. Plagas que inicialmente fueron susceptibles a dosis bajas de un
producto, luego de sucesivas aplicaciones, requirieron dosis cada vez mayores vy

eventualmente terminaron por no ser afectadas [15].

Los genotipos menos susceptibles a la aplicacidon de insecticidas, dan origen a la
poblacién inicial de especies resistentes. En una poblacion normal, sin tratamientos con
insecticidas, los genes de resistencia estan presentes en baja frecuencia. El uso prolongado de
insecticidas conduce a la seleccidén de insectos resistentes por la pérdida de susceptibilidad en
la poblacién. Una vez establecida la resistencia, solo pueden utilizarse insecticidas alternativos.
Asimismo, la introduccién secuencial de compuestos similares puede conducir a una amplia
distribucidn de resistencia cruzada y a la rapida eliminacion de posibles pesticidas alternativos.
La resistencia generalmente se manifiesta en las plagas claves del cultivo, por ser las que mas
insecticidas reciben; sin embargo, las plagas secundarias también pueden desarrollarla

tornandose en plagas claves complicando su control[15].

Los mecanismos de resistencia se clasifican en tres tipos: comportamiento, morfologia
y fisiologia. En cuanto a la Resistencia por Comportamiento: es cuando los insectos no entran
en contacto con el insecticida debido a un comportamiento de escape; pueden ser habitos de
preferencia a descansar en areas no tratadas, o bien la deteccidn del insecticida y la tendencia
a evitarlo; como también el esconderse en lugares tales como los puntos de crecimiento
terminales de la planta, las cuales son dificiles de penetrar para los insecticidas. La Resistencia
Morfoldgica, ocurre cuando alguna caracteristica morfoldgica de los insectos ocasiona la
resistencia, por ejemplo una menor superficie de exposicion al toxico o impermeabilidad en la

cuticula lo que disminuye la afeccion[13], [14].




La Resistencia Fisioldgica sucede por adicion de un mecanismo de proteccidén o bien
por insensibilidad en el sitio de accidn. Estos se agrupan en mecanismos de resistencia
metabdlica y no metabdlica. Se consideran mecanismos metabdlicos cuando involucran
modificaciones enzimdticas y no metabdlicas cuando involucran cambios de sensibilidad en el
sitio activo, en la tasa de penetracién, almacenamiento o excreciéon, asi como en el

comportamiento o la forma de los insectos [13].

Ademas de la resistencia propia de los insectos, existe el problema de que en general
la aplicaciéon de un biocida suele presentar baja eficiencia, ya que de lo aplicado sobre una
planta sélo el 30% permanece en el follaje, el resto se pierde en los procesos de degradacidn,
retencién en el suelo y deriva de la zona de cultivo. Por otro lado, del porcentaje aplicado en el
follaje, la absorcién de las plantas puede representarsélo del 10 al 1%. La absorcidn en general
depende del tamaio y cobertura vegetal, formulacién, propiedades quimicas y aditivos de los
formulados agroquimicos, eficiencia de los equipos de aplicacion, y materiales remanentes de

aplicaciones anteriores en la superficie de las hojas [16], [17].

La baja eficiencia, provocé el uso masivo de insecticidas lo que ha ocasionado efectos
perjudiciales sobre el agrosistema tales como: adquisicidn de resistencia, resurgimiento de
plagas secundarias y contaminacidn del ambiente. A pesar de estos problemas, en la
produccién moderna de alimentos no se considera prescindir del control quimico, sino de

realizarlo racionalmente para disminuir los efectos nocivos y la aparicién de resistencia.

Considerando estas problematicas de absorcion, resistencia, toxicidad de los
compuestos utilizados, entre otras, es que en el desarrollo de la tesis doctoral se pretende
seleccionar derivados de arilpirazoles, sintetizados en el laboratorio. Se busca evaluar su
posible actividad en modelos bioldgicos seleccionados que hoy presentan resistencia a los
plaguicidas utilizados para combatirlos. Se trabajé con la oruga militar Spodoptera frugiperda,
que afecta los cultivos agricolas principalmente; y con hongos fitopatégenos seleccionados.
Por otro lado,se realizaron pruebas con el minador del tomate o microlepidéptero Tuta
absoluta, también presente en otras hortalizas y verduras que pone en peligro la calidad de la

produccion.







Objetivo general

# Disefiar y sintetizar una libreria de derivados 1-arilpirazélicos conservando el grupo
amino (-NH,) en posicién 5 del anillo y orientando la similitud estructural al lider
comercial de referencia al Fipronil® (fig.4).

Figura 4- Fipronil-

Objetivos Especificos

% Sintetizar diversos derivados 1-arilpirazélicos para obtener las series: etil-5-amino-1H-
1-arilpirazoles-3-carboxilato (serie 5a-f); 5-amino-1H-1-arilpirazoles-4-carbonitrilo
(serie 7a-f); 5-amino-1H-1-arilpirazoles (serie 9a-f).

+ Modificar estructuralmentelos derivados pirazdlicos selectivamente; especificamente
modificar el grupo nitrilo (-CN) de la posicidn 4 del anillo al grupo amida[-C(O)NH,]

% Sustituir de la posicién 4 del anillo de los derivados mencionados por el grupo sulfinilo
[-S(O)CF;]

#+ Determinar la actividad bioldgica de 5-amino-1H-1-arilpirazoles seleccionados desde
las series sintetizadas,en modelos bioldgicos relacionados al ambito
agropecuario/agroalimentario.







Introduccion: Sintesis de 5-amino-1/F-T-arilpirazoles

La sintesis y aplicacién de aril y alquil pirazoles ha sido ampliamente estudiada en los
ultimos afios [18], [19], [20] dado que su sintesis es accesible y muestran diversas
propiedades[10], [21],[22],[23],[24]. La unidad 1-alquil y/o 1-aril, han sido patentados y
reportados en estudios para el tratamiento de infecciones antibacterianas, enfermedades
inflamatorias, y cancer[25],[26].

Los compuestos heterociclicos conteniendo nitrégeno en su estructura, juegan un rol clave
en la industria de plaguicidas moderna; se ha reportado que mas del 85% de los pesticidas con
alta actividad y baja toxicidad contienen este tipo de subunidad estructural [27]. Los pirazoles
son un prototipo importante de ello, ya que son muy Uutiles como sintones y unidades
estructurales basicas para muchos compuestos biolégicamente activos como por ejemplo,
precursores de herbicidas, insecticidas y fungicidas en proteccién de cultivos y agentes de

control de plagas[12],[28], [29].

Se pueden encontrar ejemplos de 1- arilpirazoles en la industria de plaguicidas en el caso de
los herbicidas pyraflufen-ethyl® (ldametsu), Nipyraclofen® (Bayer CropScience), y JV485®
(Monsanto), como asi también en Tebufenpyrad®, un acaricida, y Etiprole®, para insectos
lepiddpteros[30], [31] los cuales pueden observarse a continuacion en la figura6. Los ensayos
de 1-arilpirazoles como insecticidas comenzaron en los afios ‘80 y condujo al desarrollo del
comercial Regent® (BASF) un insecticida basado en Fipronil, que fue el primero de esta clase en

introducirse en el mercado y es actualmente ampliamente utilizado [8],(32],[33],[34].
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Figura 6- Ejemplos de 5-aminopirazoles comercializados-




Fipronil es altamente eficaz y ha comenzado a implementarse en programas de control de
insectos; como son los sistemas con cebos en agricultura, huertas y cultivos de frutas;
pudiendo ser aplicado en planta, en suelo o en semillas. Al poseer baja toxicidad para
mamiferos, es uno de los agentes quimicos mds usados para el control de pestes urbanas
como asi también estd difundido para su uso en hogares en cuidado de animales domésticos,
y en aplicaciones veterinarias(soluciones pour-on, Ectoline® y también soluciones spot-on,

Frontline®) [35].

La alta eficacia del Fipronil y otros derivados 5-aminopirazélicos (fig. 6) ha promovido
muchas investigaciones con el objetivo de desarrollar rutas sintéticas mas sencillas vy
sustentables ya que estos derivados suelen ser pensados como precursores de otras
estructuras con potenciales bioactividades. Por esto, muchos métodos sintéticos se han
descripto y desarrollado, siendo los mas utilizados los que involucran reacciones de
condensacién entre B-cetonitrilos, malononitrilos, alquilidenmalononitrilos y sus derivados,

con las correspondientesarilhidracinas[10],[36].

A modo ilustrativo, la sintesis del Fipronil (esq. 1) es llevada a cabo por insercion de una sal
de diazonio al compuesto diciano carbonilo, seguida de una condensacién intramolecular y
descarboxilacién que llevan a la generacion del anillo pirazélico correspondiente (paso A). La
etapa final de la sintesis de este derivado es la sulfinilacion en la posicién 4 del anillo (paso B)
donde el grupo 4-trifluorometilsulfinilpuede ser introducido directamente por cloruro de

trifluorometilsulfinil (Ver esq. 1)
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Esquema 1- Sintesis de Fipronil-

Justamente la desventaja que presenta la obtencién de Fipronil desde esta
metodologia, es que por un lado la diazotacidn es un proceso muy drastico, ya que las sales de
diazonio se forman a partir de aminas aromaticas primarias, anilinas en este caso, en presencia

de un acido mineral como el HCI. Las mismas son inestables a temperaturas mayores a 5°C por




lo que se utiliza un bafio de hielo en la sintesis y deben utilizarse “in situ”, ya que no se aislan,

son sensibles a la luz y descomponen a la UV [37].

Sumado a lo expuesto anteriormente y no menor, se debe considerar que el
intermediario 2 (ver esq. 1) no es comercial y su sintesis es compleja, y en el dltimo paso, el
cloruro de trifluorometilo utilizado para la obtencion del producto final, es muy téxico y dificil
de preparar, no es un reactivo a manipular en forma tradicional ya que es un sustrato gaseoso,
altamente volatil y poco estable, resultando peligroso para las personas que los manipulen o

se encuentren en contacto indirecto [37].

Por ello, a diferencia de la sintesis de Fipronil, usualmente los derivados 1-aril-5-

aminopirazdlicos son preparados por condensacion de arilhidracinas, que actian como doble

nucledfilo, con unidades 1,3-dielectrofilicas [22]. Estas aproximaciones implican Ia
construccién de dos enlaces carbono-nitrégeno, a través de una adicion 1,4 (via A) o ataque
nucleofilico al carbonilo (via B) por parte del nitrogeno mas nucleofilico de la hidracina y
posterior reaccion del nitrégeno restante con el carbono del grupo ciano como se observa en

el esquema 2.
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Esquema 2- Vias de sintesis de 5-amino-1/F1arilpirazoles-

Por muchos afos, los N-arilpirazoles eran sintetizados por condensacion de arilhidracinas
con 1,3-dicetonas; cuando dichas dicetonas son asimétricas, generalmente dan como
resultado una mezcla de dos regioisbmeros en una relacién que depende tanto de la
naturaleza electrénica como estérica de las 1,3 dicetonas, a su vez las caracteristicas del
disolvente y el pH del medio de reaccién son factores a considerar[38]. Los precursores
dicarbonilos, pueden ser generados a partir de la reaccidon de enolatos con derivados de

acilos.

En nuestro caso, se propuso la obtencion de 5-amino-1H-1-arilpirazoles por diferentes vias

para obtener andlogos a Fipronil que es el objetivo central, la alternativa propuesta es a partir




de 1,3 dielectrdfilos con arilhidracinas. En la mayoria de los casos es necesario que los
dielectréfilos posean un grupo CN y un carbonilo para que reaccionen regioselectivamente a
partir de la condensacién con arilhidracina. Se puede partir de reactivos comerciales o bien

sintetizar el reactivo para luego hacer reaccionar con la arilhidracina.

En muchos casos para la obtencion del dielectréfilo que reaccione se parte de un enolato
para que sea mas selectiva la sintesis del pirazol; aliviando el problema del uso de ésteres y
siendo selectiva en presencia de electrdfilos débiles como nitrilos. Particularmente en nuestro
caso requerimos de la formacién del enolato para posteriormente condensar con la
arilhidracina y obtener el producto deseado, por ello nos detenemos en la formacién del
enolato ya que en una de las sintesis de pirazol, nuestro reactivo es la sal del enolato que “in
situ” se protona y se transforma a P-cetonitrilo para reaccionar con la arilhidracina

correspondiente.

Los enoles se relacionan a aldehidos o a cetonas por el equilibrio de transferencia de
protones conocido como tautomerismo [39] ceto-enol* tal como se muestra en el Esquema 3 a

continuacion.
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Esquema 3+ Tautomerismoceto-endlico-

Objetivo
Sintetizar tres series de 5-amino-1-H-1-arilpirazoles analogos a Fipronil, por diferentes vias y

caracterizar los productos obtenidos.

1 . . . .y s
Tautomerismo refiere a la interconversién entre dos estructuras que difieren por el reemplazo de un
atomo o grupo




Metodologia

Metodologia General para las sintesis

Los disolventes utilizados fueron de grado analitico y fueron purificados para cada caso de
acuerdo a métodos estandarizados. La pureza y estructura quimica de los compuestos
sintetizados fue demostrada por cromatografia en capa delgada (TLC), cromatografia gaseosa
(CG), cromatografia liquida de ultra alta resolucion acoplada a espectrometria de masa (UPLC-
MS), espectrometria de masa de alta resolucion (HRMS) (en el caso de compuestos

desconocidos), espectrometria de resonancia magnética nuclear (RMN), punto de fusién (P.F).

Las TLC fueron realizadas en placas de silicagel 60 (F,s) de Merck. Los andlisis de
cromatografia gaseosa se realizaron en un CG DANI Master equipado con una columna de 5%
difenil y 95% polisiloxanos (30 m x 0.53 mm, 0.5 um espesor) y detector de ionizacidén de llama
(FID). La columna cromatografica se realizé con silicagel (malla 70-230 ASTM) grado alta
pureza, tamafio 60 A. Los compuestos aislados y caracterizados fueron utilizados como
estandares internos para realizar andlisis cuantitativos de CG. Los anadlisis de UPLC-MS fueron
realizados con un detector H-CLASS SQD2 (Waters). Los analisis de HRMS se realizaron en un

espectrometro Bruker MicrOTof-Il equipado con ionizacién por electrospray (ESI).

Los experimentos de 'H NMR (300Mhz), *C NMR (75Mhz), *F NMR (300 Mhz), COSY
(correlaciéon espectroscdpica), HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence/ correlacién
espectroscopica heteronuclear cuantica simple); HMBC (heteronuclearmultiple bond
correlationspectroscopy/correlacion espectroscopica heteronuclear de multiple enlaces) se
realizaron en un espectrometro Bruker Avance 300 usando TMS como estandar interno y los
disolventes calidad deuterado para cada muestra. Las constantes de acoplamiento estdn dadas
en Hz y los corrimientos quimicos en valores & en ppm. Los datos se registraron como:
chemicalshift (corrimiento quimico), multiplicity/multiplicidad (s = singlet, s br = broadsinglet,
d = doublet, t = triplet, m = multiplet) constantes de acoplamiento (Hz) e integracion. Los
puntos de fusién (Mp) se registraron en un fusidmetro Bichi b-540 micro previamente

calibrados y corregidos (Ver en ANEXO: caracterizacion de los compuestos sintetizados).

Sintesis de Etil-5-amino-T-aril-1/4*pirazol-3-carboxilato (5)
Oxalato de dietilo (4,30 g, 4ml, 0,029mol) fue adicionado a una soluciéon de 18-Crown-6

(0,63g; 0,0024 mol) y ter-butdxido de potasio (t-BuOK) (3,25g; 0,029mol) en THF anhidro (27




ml) a 0°C. La mezcla fue calentada a 60°C mientras el acetonitrilo (ACN) (1,19g; 1,51ml; 0,029
mol) se adiciona gota a gota. Luego la reaccidon se mantiene a 60°C por 30 minutos. Después de
enfriar la reaccién, el sélido se lava y filtra con éter dietilico para obtener el etilcianopiruvato

de potasio (3) como se observa en el esquema 4 de resultados [40], [41].

Esta obtencidn del intermediario 3 es esencial para continuar con la condensacion de las
arilhidracinas comerciales (4a-f; ver figura 7)[fenil hidracinada, 4-fluorofenilhidracina 4b,
(perfluorofenil)hidracina 4c, 4-(trifluorometil)fenilhidracinadd, [2,6-dicloro-4-(trifluorometil)
fenil] hidracina 4e y clorhidrato de 4-metoxifenilhidracina 4f]; para la obtencién de etil-5-
amino-1-aril-1H-pirazol-3-carboxilato (5a-f), tal como se observa en el esquema 5 en el

apartado siguiente.

Sintesis de 5-amino-T-aril-1/-pirazol-4-carbonitrilos (7a-f)

El equipo de reaccidn Schlenk utilizado, se secd previamente en atmdsfera de nitrégeno
con vacio. A una solucion de 1.2mmol de arilhidracina (4a-f) en 2 ml de etanol absoluto con
agitacion, se le adiciona etoximetilenmalononitrilo 1.0mmol (6). La mezcla de reaccién fue
reflujada por 4 h excepto para 72 (0,5h); finalizada la reaccion de sintesis, el crudo se diluye
con AcOEt (50ml) y lava con H,0 (30 ml). La fase organica es secada sobre Na,SO,, filtrada y el
disolvente organico evaporado bajo presién. El crudo de reaccidn es purificado por columna
cromatografica de absorcién de silicagel con un gradiente hexano/acetato de etilo como
eluyente.

Se realiza el procedimiento descripto, excepto en el caso de clorhidratos de arilhidracinas,
2b y 2f, requiere un paso previo de neutralizacion con EtsN (1,0 mmol) a 0°C en etanol y se

prosiguid con la metodologia detallada anteriormente [46], [47].

Sintesis de 5-amino-1/-T-arilpirazoles (9a-f)

Como se observa en elesquema7a partir de las arilhidracinas correspondientes (4 a-f) y etil-
2-ciano-3-etoxiacrilato (8) en etanol a reflujo con la misma forma de reaccién que se menciona
anteriormente (atmosfera inerte, en Schlenk) se obtiene 5-amino-1H-1-arilpirazol [42],
[43]cuyos productos 9 a-f; que justamente coincide con el sustrato que se sulfinilard en el
proximo capitulo se observan en la figura 11. Estos productos de sintesis se purifican por

cromatografia en silicagel con Hexano/AcOEt.




Se realiza el procedimiento descripto, excepto en el caso de clorhidratos de arilhidracinas,
2b y 2f, requiere un paso previo de neutralizaciéon con EtsN (1,0 mmol) a 0°C en etanol y se

prosiguio con la metodologia detallada anteriormente [46],[47].

Resultados y Discusién

En primera instancia se planted como primera aproximacion a analogos a Fipronil, la sintesis
del 5-amino-1H-1-arilpirazol-3-carboxilato[40], [44] a partir de arilhidracina y de un 1,3-
dielectréfilo previamente formado. Partiendo de este pirazol formado, posteriormente el
grupo carboxilato en posicion 3 del anillo pirazélico se modificaria a nitrilo, éste a amida y
luego a sulfinilo para lograr un analogo con la posicién del sulfinilo en 3 del anillo pirazdlico, a

diferencia de fipronil que posee ese grupo en posicion 4 del anillo pirazélico.

La formacién del 1,3-dielectréfilo sucede por sustitucién nucleofilica, hay un ataque del
anion del acetonitrilo al éster oxalato de dietilo en tetrahidrofurano (THF) anhidro (esquema

4).

o O
NI g O THE ol ey
t-BuOK
o OK
ACN Oxalato de Dietilo Etilcianopiruvato de potasio

Esquema 4- Formacién de Etilcianopiruvato de potasio (3)-
Posteriormente para la obtencién de etil-5-amino-1-aril-1H-pirazol-3-carboxilato (5a-f), se
plantea la sintesis mediante la condensacién de las arilhidracinas comerciales (4a-f) y el

etilcianopiruvato de potasio (3) tal como se observa en el esquema 5.

0} O

)S/\ HzN‘NH EtOH, Reflujo
Et0” N CN + ) —_— I
oK Ar HCI cc N\,}, NH,

Esquema 5- Sintesis de etil-5-amino-T-aril-1H-pirazol-3-carboxilato (5a-f)-

Respecto a la formacidon del etilcianopiruvato de potasio, se intentd la sintesis y excepto
una oportunidad, se intentd reproducir la misma reaccidn y no se pudo obtener el enolato de
partida. Se intentaron modificaciones en las condiciones de reaccién: 1) cambio de

temperaturas 2) orden de agregado de reactivos, 3) trabajar en la condicién éptima de cada




sustrato, y 4) considerar si el grado de pureza de disolventes influia (ejemplo: calidad analitica

o calidad masa) tal como se resume en la tabla 2.

Tabla 2- Optimizacién de sintesis del etilcianopiruvato de potasio (3)-

Entrada 1t- 20D 3 Orden T eC t Rendimientob
BuOK ACN Adicion

12 L1 L1 p-a. 2-1-3 60 30 50
22 L1 L1 p-a. 2-1-3 60 30’ 0

32 L1 L1 p-a. 2-1-3 60 30’ 0

4 L1 L1 p-a. 2-1 60 60’ 0

5 L1 L1 p-a. 2-3-1 60 60’ 40
6 L1 L1 p-a. 3-2-1 60 60’ 50
7 L1 L1 p-a. 3-2-1 60 30 40
8 L1 L2 p-a. 3-2-1 25 2h 40
9 L1 L2 c.m. 3-2-1 25 2h 35
10 L2 L2 c.m. 3-2-1 25 2h 40
11 L2 L2 c.m. 3-2-1 25 2h 30
12 L2 L2 c.m. 3-1-2 25 2h 0

13 L2 L2 c.m. 3-1-2 60 30’ 50
14 L1 L1 p-a. 3-1-2 60 60’ 100
15 L2 L2 c.m. 1-3-2 0-25 4h 0

16 L2 L2 c.m. 1-3-2 0-25 16h 20
17 L2 L2 c.m. 1-(3-2) 0-25 2h 20
18 L2 L2 cm. 1-(3-2) 0-25 4h 20
19 L2 L2 c.m. 1-(3-2) 0-25 5h 20
20 L2 L2 cm. 1-(3-2) 0-25  24h 20

THF anhidro excepto: Entrada 1-8: calidad p.a;

a: Sintesis con el agregado de 18-Crown-6 (0.000297mmol); b: Rendimientodeterminada en % por analisis de resonancia
magnética nuclear . L1:Lote 1; L2: Lote; OD: Oxalato de dietilo; ACN calidad MS excepto: Entrada 1-8 y 14: calidad p.a.

Se empled 0.0036 mmol OD; 0.0036 mmolt-BuOK y 0.0036 mmol ACN en la reaccion de formacion de etilcianopiruvato de potasio.

Con estas experiencias se pudo verificar que la presencia de Crown-Eter no prosperé el
rendimiento de la sintesis ni la formacidn del producto de interés (Tabla 2: entrada 1-32), tal
como algunas referencias bibliograficas prescindian de su uso [26]. Se comprobd que los
diferentes lotes de t-BuOK y Oxalato de Dietilo no mostraban diferencias en el resultado final
de la sintesis; como asi también que trabajando a temperatura ambiente no habia diferencias.

Se comprobdé que incorporando el ACN al THF y posteriormente t-BuOK y Oxalato de Dietilo




(Tabla 2: entrada 6-11) era el orden mas adecuado, ya que se obtuvo un rendimiento bueno y
el producto de interés de la sintesis. En la entrada 14 se puede observar que se obtuvo el
producto de interés, pero en ningln otro caso se pudo reproducir.Modificando el orden de
agregado en ACN y oxalato de dietilo al THF con t-BuOK, incrementando los tiempos de
reacciéon, no mejord sustancialmente el rendimiento (Tabla 2: entrada 15-16) incorporando
oxalato de dietilo y ACN juntos, incrementando el tiempo de reaccidén, tampoco mejoré la

sintesis propuesta (Tabla 2: entrada 17-20).

Sin encontrar las causas de esta dificultad en obtener el producto de la sintesis planteada,
motivd a buscar una alternativa y se propuso la sintesis de pirazoles por una via a partir de un
dielectréfilo comercial y arilhidracinas correspondientes para obtener andlogos a fipronil y
mediante modificaciones de grupos funcionales, que se detallan en el préoximo capitulo, lograr

un analogo al comercial de referencia.

Es conocido que el etoximetilenmalononitrilo puede, junto a hidracinas, dar lugar a la
formacién selectiva de 5-aminopirazoles[40] [45] [46] [47].Las adiciones de arilhidracinas
fluoradas o no (4a-f) a etoximetilenmalononitrilo (6) en disolvente a reflujo resultaron en el
producto de ciclacién 5-amino-1laril-1H-pirazol-4-carbonitrilo (7a-f) como unico producto de la
sintesis (esquema 6) en un paso de reaccion con alta regioselectividad por una adicion de tipo

Michael [48].
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Esquema 6- Sintesis de 5-amino-T-aril-1/#pirazol-4-carbonitrilo-
Las arilhidracinas utilizadas son las que se observan en la siguiente figura 7.
HoN HoN
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Figura 7- Arilhidracinas utilizadas para las sintesis-




En primera instancia para esta nueva serie de 5-amino-1H-1arilpirazoles se evaluaron
distintos disolventes como el trifluoroetanol, etanol, metanol y tetrahidrofurano (TFE; EtOH,;
MeOH; THF) para evaluar en cual disolvente se lograba un mayor rendimiento y era el mas
apropiado. En este estudio se utilizo la fenilhidracina o sustrato 4ajunto a
etoximetilenmalononitrilo (6), a continuacion en la tabla 3 se observan los resultados

obtenidos.

Tabla 3 Evaluacién de la influencia del disolvente en la sintesis de 5-amino-71H-

Tarilpirazol-4-carbonitrilo-

Entrada Disolventes? Tiempo Producto Rendimientob
() (%)
1 TFE 0.5 7a 100
2 EtOH 0.5 Ta 93(84¢)
S THF 0.5 7a 33
4 MeOH 0.5 7a 60

a. TFE: Trifluoroetanol; EtOH: Etanol; THF: Tetrahidrofurano; MeOH: Metanol.
b. Rendimientos determinados por GC (método de estdndar interno).

c. Rendimiento aislados.

Los mayoresrendimientos de 5-amino-1H-1-fenilpirazol-4-carbonitrilo,se obtuvieron con
disolventes polares préticos como el TFE (100%) y el MeOH (60%) como disolventes (tabla 3,
entrada 1y 4) , ademas del EtOH (93%( tabla 3, entrada 2). Cuando se ensayé un disolvente
polar aprético como el THF el rendimiento de la reaccién decae notablemente (tabla 3,
entrada 3). Por esto, se eligio al TFE como disolventes para llevar a cabo la sintesis de los
diferentes pirazoles utilizando las distintas arilhidracinas sustituidas. Lo que se observé, es que
a diferencia de la fenilhidracina, las arilhidracinas sustituidas (4 b-f) reaccionaron lentamente
bajo las mismas condiciones de reaccion dando moderados a bajos rendimientos de los

productos deseados (entradas 2-5, tabla 4).

Tabla 4- Rendimientos de diferentes arilhidracinas para la sintesis de pirazol-

Entrada Tiempo (h) Producto Rendimiento® (%)
1 0,5 7a 100°
2 4 7b 30(29)°
3 4 7c 20
4 4 7d 30(28)°
5 4 7f 43(46)°

a. Cuantificados por GC (método de estandar interno).b. Rendimientos aislados.




Los bajos a moderados rendimientos obtenidos en TFE en la sintesis de diferentes
arilpirazoles determinaron la decisidn de continuar la sintesis con EtOH como disolvente, ya
gue permitié obtener rendimientos de buenos a excelentes. Por otro lado, esta eleccidn se
fundamenté considerando que EtOH es mas econdmico que TFE, estd disponible

comercialmente y se obtiene de una fuente de energia renovable.

La sintesis en EtOH de los 5-amino-1H-1-arilpirazol-4-carbonitrilo (7a-f) mostraron
rendimientos de buenos a excelentes (46-93%). Partiendo de la sintesis del anillo pirazol desde
la hidracina sin sustituyentes (fenilhidracina o 4a) una hidracina neutra como se observa en la

figura 8, en 30 min.se obtuvo el mayor rendimiento ya que no habia impedimentos estéricos.

CN
7 Rendimiento %: 932 (84)°
N \ Reportado %:69
°N NH>
a: cuantificado por CG
b: rendimiento aislado
7a

Figura 8- 5-amino-1/4-1-fenilpirazol-4-carbonitrilo-

En el caso de las arilhidracinas que presentaban sustituyentes del anillo aromatico a grupos
aceptores o tomadores de electrones tales como 4-fluorofenil (4b), pentafluorofenil (4c), 4-
trifluorometilfenil (4d), 2,6-dicloro-4-trifluorometilfenil (4e) como se observa a continuacién

en la fig. 9 los productos de sintesis presentaron un rendimiento menor comparado a 7a.

CN CN CN CN
i \; /I < 7\ 7 \S
N \ N
N7 NH N.” NH, N7 NH N~ ~NH,
F F cl cl
F F
F 75 F7c CFs 14 CFs 7e
Rend:662 652 (63)° 802 (87)° 462 (46)P
report:97 report:71

Figura 9+ 5-amino-1/+T1-arilpirazoles-4-carbonitrilo con sus rendimientos-

Ademds, el menor rendimiento se observa cuando se usé la 2,6-dicloro-4-
trifluoromentilfenil hidracina (47%), por lo que podria inferirse que los factores estéricos
influyen negativamente en la etapa de ciclacidon, dado que sumado a que presenta grupos
tomadores, posee en las posicion orto sustituyentes clorados, este ultimo producto de sintesis

es el mas similar en cuanto al anillo aromatico, similar a fipronil.




En la siguiente figura (fig. 10) se observa el producto de sintesis con un anillo aromatico con
un grupo dador de electrones, a partir de la arilhidracina 4-metoxifenil (4f), el cual presentd un

rendimiento bueno coincidente con lo reportado en la bibliografia.

CN

Rendimiento:682
/ \ report:69
N,
N NH,
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Figura 10- 5-amino-T-(4-metoxifenil)-1/Fpirazol-4-carbonitrilo-

De esta serie de pirazoles se seleccionaron algunas moléculas y se ensayaron frente a
diversos modelos bioldgicos como se explicara en capitulo 4 de bioensayos. Posteriormente a
esta serie de pirazoles se le realizd una transformacién quimica del grupo nitrilo (CN) en
posicion 4 del anillo pirazol a amida(C(O)NH,) la cual se detallard en el capitulo 3 de

modificaciones quimicas.

A continuacién (fig 11) se presenta aotra serie de 5-amino-1H-1-arilpirazoles sintetizada,
debido a que para sulfinilar la posicién 4 del anillo pirazélico y asemejarse a fipronil, de
acuerdo a la bibliografia se necesitaba que justamente la posicion 4 del anillo pirazdlico
estuviera libre y ya que la primera serie a partir del etilcianopiruvato de potasio no progresé
como se esperaba, se planted otra serie de 5-amino-1H-1-arilpirazoles alternativa a sumar a la

serie mencionada anteriormente (7a).

EtO CO,Et M
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Esquema 7- Sintesis de 5-amino-1/#1-arilpirazoles-

En esta oportunidad se obtuvieron los productos a partir de las arilhidracinas
correspondientes (4a-f) y etil-2-ciano-3-etoxiacrilato (8) en etanol a reflujo obteniendo 5-
amino-1H-1-arilpirazol(9a-f); que justamente coincide con el sustrato que se sulfinilara en el
proximo capitulo. En la Figura 11 se observan los diferentes 5-amino-1H-1-arilpirazoles con
los correspondientes porcentajes de rendimiento en cada caso, de buenos a muy buenos, los

cuales son coincidentes con los reportados en la bibliografia[42],[43].
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Figura 17- 5-amino-1/*T-arilpirazoles y rendimientos correspondientes:

La sintesis de estos es esencial para acercarnos a la estructura analoga a fipronil, como se

desarrollara en los capitulos posteriores.

Conclusiones

Se intentaron diversas sintesis de series de 5-amino-1H-1-arilpirazoles; la primera via
propuesta a partir de arilhidracinas (4a-f) y etilcianopiruvato de potasio (3) para obtener etil-5-
amino-1-aril-1H-pirazol-3-carboxilato (5a-f), no prosperé como se planted inicialmente. Se
presentaron dificultades en la sintesis de sustrato 3 (etilcianopiruvato de potasio) [49], se
intentaron modificaciones y alternativas para obtener el producto deseado pero no se obtuvo
la sal del enolato ni se pudieron reproducir la Unica oportunidad que si se logro, por lo cual se

intentaron otras vias de sintesis de pirazoles como alternativas a analogos a fipronil.

Como via alternativa, se sintetizaron, aislaron y caracterizaron seis moléculas (7a-f) (5-
amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilo) a partir de etoximetilenmalononitrilo (6) y diferentes
hidracinas (4a—f). Previamente se optimizé el disolvente de reaccion, concluyendo que el
disolvente ideal en este caso fue EtOH. Las reacciones presentaron alta regioselectividad y
rendimientos de buenos a muy buenos cuantificados por CG y rendimiento aislado por
cromatografia en columna de silicagel. Se registrd la ausencia de isémeros por analisis de
RMN. En el caso de moléculas reportadas, los rendimientos obtenidos fueron coincidentes con

la literatura.




La otra alternativa de serie de pirazol con el objetivo de lograr un producto sin
sustituyentes en la posiciéon 4 del anillo pirazdlico y que sea mas sencillo de intentar a
posteriori la sulfinilacién y asemejarse a Fipronil; se realizé desde arilhidracinas comerciales
(4a-f) y etil-2-ciano etoxiacrilato (8) para obtener la serie de 5-amino-1H-1-arilpirazoles (9a-f).
Estos pirazoles se pudieron obtener en un solo paso de reaccién a reflujo de los reactantes en
etanol como disolvente siendo una metodologia versatil e ideal por su simplicidad y
practicidad, al igual que la serie 7a-f. Asimismo los productos obtenidos fueron aislados por
cromatografia en columna de silicagel y caracterizados por RMN presentando, como en el caso

anterior, rendimientos de buenos a muy buenos, coincidentes con la literatura.

Las series obtenidas (7a-f y 9a-f) continuaron estudiandose en los capitulos a continuacion,
dado que las mismas sufrieron modificaciones quimicas en la posicion 4 del anillo, a la vez
quese seleccionaron para ser evaluados en diversos modelos bioldgicos en busca de actividad

insecticida y/o fungicida.




Copitulo 2: Modificaciones guimicas
en la posendn 4 del anildo purazotl y




Introduccion

En el capitulo 1 se detalldé la sintesis de 5-amino-1H-1-arilpirazol-4-carbonitrilo
(compuestos 7a-f), a partir de esos compuestos es que se realiza la modificacién estructural en
la posicién 4 del anillo pirazélico del —CN al grupo —C(O)NH,. Esta eleccion se decide dada la
necesidad de evaluar la influencia de distintos grupos funcionales en una misma posicion del
anillo, para estudiar cémo se ve afectada la actividad bioldgica. Determinar de esta manera
una relacién estructura actividad, ya futuro mediante modificaciones estructurales generar
nuevas moléculas que nos permitan modular su actividad. A su vez, se ha reportado que
muchos pirazoles- carboxamida se utilizan actualmente como fungicidas[50], [51] lo cual
alenté a realizar esta modificacion quimica para luego determinar si los mismos poseen

actividad antifungicao insecticida.

La transformacién de nitrilo (-CN) a amida (-C(O)NH,), se puede efectuar ya sea por
hidrolisis acida o bdasica. El grupo nitrilo estad fuertemente polarizado y vuelve electrofilico al
atomo de carbono. Consecuentemente los nucledfilos atacan a los nitrilos generando iones
imina en una reaccion andloga a la adicién nucleofilica a un grupo carbonilo. Los nitrilos se
hidrolizan con soluciones acidas o basicas y producen acidos carboxilicos; pero en condiciones

moderadas se puede obtener la amida intermedia[39],[52].

En nuestro caso se decidid realizar la hidrdlisis dcida de acuerdo a la bibliografia: en
primer lugar ocurre una reaccién acido base (protonacion del grupo nitrégeno)que activa el
nitrilo haciéndolo mas electrofilico (i). Luego el oxigeno del H,O actia como nucledfilo
atacando al carbono del-CN (ii). Posteriormente ocurre una tautomerizacion entre los centros
Ny Oy luego se protona el Nitrogeno dando el —NH, (iii). El Gltimo paso es una reaccidn acido-
base donde la desprotonacién del idn oxonio revela el carbonilo en la amida(iv) como se

observa en el esq. 8:
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Esquema 8- Mecanismo de Hidrélisis acida-
Por otro lado, como parte del estudio de actividad bioldgica de andlogos de fipronil, la
sulfinilacion o incorporacién del grupo trifluorometilsulfinil [-S(O)CFs]en la posicion 4 del anillo

de 5-amino-1H-1-arilpirazoles. Como objetivo se planted la sintesis de estos analogos




estructurales por vias alternativas a las industriales utilizando reactivos menos téxicos y mas
accesibles comercialmente. Normalmente en la industria, el paso final en la obtencién de
Fipronil, es la sulfinilacién del carbono 4 del anillo pirazdlico por alguna de las vias detalladas

en el esq. 9.

Como se observa en el esq. 9, el grupo 4-trifluorometilsulfinilo puede introducirse de
manera indirecta a través de la oxidacion del grupo sulfenilo (vias | y Il) o de manera directa
utilizando cloruro de trifluorometilsulfinilo como reactivo (via lll). Del analisis de las distintas
vias puede concluirse que las mismas resultan poco viables de realizarse en un laboratorio
convencional dado que las 3 requieren reactivos gaseosos, peligrosos y téxicos. En el caso de la
via | el bromotrifluorometano es un gas que dafa la capa de ozono, por lo que, en muchos
paises esta prohibida su comercializacién. En cuanto a las vias Il y Ill las mismas utilizan
respectivamente cloruro de trifluorometil sulfenilo (FsCSCl) y cloruro de trifluorometil sulfinilo

(F3CS(0)Cl) los cuales son gaseosos, toxicos, corrosivos y costosos [53].
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Esquema 9+ Vias de incorporacién del grupo sulfinilo para la obtencién de Fipronil[13]-




Para evaluar alternativas de sulfinilacion en posicion 4 del anillo pirazélico con
reactivos menos téxicos y econdmicamente mds accesibles se decidié explorar reacciones
utilizando al trifluorometil sulfinato de sodio (CF;SO,Na) (12) comUnmente llamado triflinato
de sodio como reactivo sulfinilante. Este reactivo fue elegido dado que es sélido, estable,
facilmente manejable y econdmico. Estas reacciones de SEAr se exploraran siguiendo literatura
de patentes [54] y variando: temperatura, tiempo y proporcion de reactantes (pirazol,

complejo acido-amina, agente halogenante, CF;SO,Na) (esq. 10).

CF3S(O)ONa
. acido hal
In situ l alogenante
//’1 Tolueno S(O)CF3
CFS(O)Cl  + N TNH o
| \N NH2
Ar A
Ar
Ar = -Ph, -CgFg, 4-F-CgHsg-, 4-H3;CO-CgHs-, Analogos de Fipronil

4-F3C-CgHs-, 2,5-diCloro-4-F3C-CgHo-

Esquema 10+ Reaccién de Sulfinilacién:

Como bien se observa en el esq. 10, es imprescindible la presencia de un acido
acomplejado con una amina secundaria ciclica [54] ya que de lo contrario el acido seria muy
fuerte, y protonaria el grupo amino de anillo pirazdlico y se disociaria, entonces el contra ién
(CI' 0 SO,4) se uniria al triflinato de sodio y no se formaria el acido triflico. La funcién del
complejo aminoacidico (sal entre un acido y una amina) es doble, por un lado generar el 4cido
sulfinico (FsCS(O)OH), y por el otro acelerar el rearreglo de Thia—Fries [53], [54] ,[55], [56],
[57].

En el esquema 11 tenemos diferenciados por color las diferentes etapas de la
formacién de esta reaccidn, en violeta observamos la sal amino-acido [ejemplificado con
piperidina(PIP) y acido p-toluensulfénico (PTS)], que es lo primero a incorporar en el equipo de
reaccion. Posteriormente, se agrega el triflinato de sodio (12), el cual se protona y da lugar a la
formacién del acido triflico. A continuacion, con el cloruro de tionilo (13) (agente halogenante)
se genera in situ el cloruro de trifluorometilsulfinilo (agente sulfinilante) el cual reaccionara
con el grupo amino del arilpirazol (9a-f). Finalmente, éste intermediario asi formado re
reordena (rearreglo de Thia-Fries)para dar el arilpirazol sulfinilado en la posicion 4 deseado.
Con esta metodologia se solucionaria el problema de trabajar con el cloruro de trifluorometil

sulfinilo directamente, ya que el mismo se genera “in situ”.
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Esquema T1- Etapas del mecanismo de la reaccién de sulfinilacion-

Objetivos

# Modificacion estructural de la posiciéon 4 del anillo pirazol delos compuestos 5-amino-1-
aril-1H-pirazol-4-carbonitrilo y 1-aril-1H-pirazol-5-amino.Las modificaciones incluyen la
hidrdlisis del grupo nitrilo (ciano) a la correspondiente amida y la sulfinilacién directa de la
posicion 4 del anillo.

@ Purificar del formulado comercial CLAP, el principio activo de Fipronil.

Metodologia

Modificacién quimica de =CN a -C(O)NH, en la posiciéon 4 del

anillo de pirazol

A partir de 7a-f se prosigue con la hidrélisis a amida como se observa a continuacién

en el esq. 12:
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Esquema 12- Hidrélisis para obtencién de amidas en la posicién 4 del anillo pirazélico-

La reaccion se realizacon 4cido sulfurico concentrado y el reactor durante la reaccién
se mantiene en bafio de hielo. Concluida la reaccién, se neutraliza con NaOH para obtener el
crudo con el pirazol 5-amino-1H-1arilpirazol-4-carboxamida (10a-f). Los productos de sintesis
se purifican por cromatografia en columna de silicagel (fig. 12 y 13) empleando como

disolventes de elucién AcOEt/Hexano.

Figura 13 Fracciones de elucién de columna de purificacion-

Sulfinilacién en la posicion 4 del anillo pirazélico

Para la obtencién de los compuestos sulfinilados se partid6 de 5-amino-1H-1-
arilpirazoles sin sustituyentes en la posicién 4 los cuales se obtuvieron como se detallé en el

capitulo anterior, por medio de una secuencia sintética en tres etapas (esg. 12). La misma




comienza con la condensacién de las arilhidracinas correspondientes (4a-f) y etil-2-ciano-3-
etoxiacrilato (8) en etanol a reflujo con lo cual se obtienen los etil-5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-
carboxilatos. Estos, mediante hidrélisis y descarboxilacién en medio acido brindan los sustratos

de partida 9a-f [42], [43], [58].
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Esquema 12: Sintesis de 5-amino-1/#1arilpirazoles-

A partir de lo reportado en la bibliografia [37], [55], [54],[57] se procedié a la seleccién
de reactivos e intentos de sulfinilacion. Como se menciond con anterioridad (ver esq. 11), para
realizar la sulfinilacidn utilizando como agente sulfinilante el trifluorometilsulfinato de sodio
(12) se requiere un acido que lo protone (pKa<2) y un agente halogenante que en nuestro
estudio serd el cloruro de tionilo (13). Ademads, como nuestro sustrato (9a-f) posee un grupo
funcional amino, el cual es susceptible de protonacidn en las condiciones acidas del medio,
inhibiria la reaccion.

Por lo mencionado anteriormente, se requiere una base no nucleofilica que neutralice
el acido clorhidrico generado pero no reaccione con el cloruro de trifluorometilsulfinilo
intermediario (esq. 11). Para esto, suelen usarse diversos acidos organicos e inorganicos como
ser HCl, H,SO,, y distintas aminas secundarias preferentemente alquilicas como piridina,
piperidina, morfolina para la formacién del complejo amino-acido (11). Por esto, inicialmente
se generaron diversas sales entre aminas y acidos con la intencion de evaluar su eficacia en la
reaccion.

El complejo amino—acido o sal (11) se forma al hacer reaccionar el acido anhidro junto
a la amina a temperatura ambiente, en un balén de reaccidon previamente secado en
atmoésfera de nitrégeno para eliminar la humedad. Como se observa en el esquema 13, la
reaccion se realiza en un Schlenk en atmdsfera de nitrégeno, en primer lugar se incorpora el
complejo amino-acido (11) (formado y secado previamente) luego se incorpora el triflinato de
sodio (12), el agente halogenante (13), y por ultimo el pirazol 9a—f en tolueno como solvente

para dar lugar a la formacidn del 5-amino-1H-1-arilpirazol sulfinilado (13a-f)
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Esquema 13- Sintesis de arilpirazol sulfinilado en posicién 4 del anillo pirazélico-

La referencia bibliografica recomienda emplear 1-1,35 eq de F;CS(O)ONa; de 1,4 a 2,2
eq. de complejo aminoacidico, y tiempos desde 5minutos hasta 15 h [54], lo cual se evaluara

en la sintesis.

Purificacién del testigo comercial

Para comparar la actividad biolégica de nuestros compuestos de sintesis frente a una
referencia positiva, fue necesario disponer de Fipronil puro como testigo. Por esto, se plantea
la obtencidon del componente activo Fipronil desde el formulado, CLAP® al 20% que se

comercializa en nuestro pais.

La metodologia de purificacion consta de una primera fase de extraccion a partir de
5ml de CLAP formulado como una suspensién concentrada al 20%. Se diluye la muestra con
agua y se extrae 3 veces con H,0 (50 ml), AcOEt (50 ml), DCM (50 ml)y nuevamente con AcOEt
(50 ml). A continuacion las fases organicas se combinan y concentran por evaporacion a
presion reducida en un evaporador rotatorio. El concentrado se purifica por cromatografia en

columna de silicagel y los disolvente de elucidn utilizadofueronHexano/AcOEt.

Resultados

Modificacién quimica de —=CN a -C(O)NH, en la posicion 4 del

anillo de pirazol

Los productos de sintesis se purificaron por cromatografia en silicagel utilizando como
disolvente de elucidon AcOEt/Hexano 5/1 y se caracterizaron por RMN(*H, C, *F; COSY, HSQC;
HMBC), las moléculas obtenidas con buenos rendimientos, coincidieron con las reportadas en

la bibliografia[59] y se observan en la fig.14.
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Figura T4+ Rendimientos de

5-amino-T-aril-1/-pirazol-4-carboxamidas (10a-f)-

La sintesis procedié de manera selectiva ya que se origind un solo isémero, facilmente

de purificar. La obtencion de estos productos de sintesis nos permite una estructura previa a

siguientes funcionalizaciones con notable actividad bioldgica [59], [60].

Sulfinilacion en la posicion 4 del anillo pirazélico

En primera instancia para la sintesis del pirazol sulfinilado, se emplearon diversos

complejos amino-acidos como se observa en la tabla 5. Se trabajé a 60°C durante 20h de

reaccion, utilizando tolueno anhidro como disolvente de reaccién y 5-amino-1H-1-fenilpirazol

(9a) como referencia en estas pruebas, dado que es el pirazol mds econdmico y sencillo de

sintetizar.
Tabla 5- Evaluacién de sal aminodcidica en reaccién de sulfinilacién:

Entrada Complejo aminoacidico Resultado
1 HCl.Morfolina No se obtuvo el producto de interés
2 HCl.Trietilamina No se obtuvo el producto de interés
3 HCl.Piperidina No se obtuvo el producto de interés
4 ac. p-toluensulfonico (PTS).Trietilamina  No se obtuvo el producto de interés
5 PTS.Piperidina 25%
6 PTS.Morfolina No se obtuvo el producto de interés
7 PTS.4-Metilmorfolina 2%
8 PTS.Piperidina* 2%
9 PTS.Piperidina* 21%
10 PTS.Piperidina* 20%
11 PTS.Piperidina* 18%
12 PTS.Piperidina* @ 21%

*: diferente proporcidon de complejo aminoacidico; @: modificacién del tiempo de reaccién (4,5h).




Las entradas 1 a 9 se emplearon 1,5eq.de sal aminoacidica (11), 1 eqg.de pirazol (14),
1,1 eq.de triflinato de sodio (12) y 1,2 eq.de agente halogenante (13). Se puede destacar que el
HCl como acido para la formacién de la sal no fue el indicado, ya que evaluando diferentes
aminas (terciaria y secundarias) combinadas con este acido,y por ende diferentes complejos,
en ningun caso se obtuvo el producto de reaccion sulfinilado (tabla 5 entrada 1-3). Cuando se
empled el acido p-toluensulfénico para la formacién de la sal aminoacidica correspondiente, se
observé que al combinarse con trietilamina (TEA) una amina terciaria no prospero la reaccidn
(tabla 5 entrada 4), al igual que en el caso de la 4-metilmorfolina (tabla 5 entrada 6) que se
obtuvo en trazas, lo cual coincide con la bibliografia que prefiere aminas ciclicas secundarias

para esta reaccion [54].

En las entradas 1-7 de la tabla 5 se empled 1,5 eq de complejo aminoacidico, con los
resultados mencionados en el parrafo anterior; ahora bien otra bibliografia recomendaba un
rango de 1,4 a 2,2 eq; por lo cual se evalud en la entrada 8 (*) incrementar a 2 eq el complejo

aminoacidico lo cual disminuyé a trazas el producto de interés.

La otra prueba manteniendo 1,5 eq de complejo aminoacidico o sal en la entrada 9
tabla 5 fue modificar el orden de agregado de los reactivos colocando el arilpirazol (14) en
segundo lugar; y se observd que el rendimiento en esas condiciones no se alteraba y que el
producto sulfinilado de interés se obtenia sin inconveniente; aun asi se decidié, por lo
explicado anteriormente en la metodologia, mantener el orden establecido en el esquema 13

de acuerdo a lo interpretado y mencionado en las referencias[56], [55].

En las entradas 10 y 11 se trabajoé con 2,76 eq y 2,5 eq de sal y se incrementd las
proporciones de los restantes reactivos, en el primer caso (entrada 10) a [5,3 eq (12); 2,7 eq
(13)] y en el segundo caso (entrada 11) a [4,8 eq (12); 1,2 eq (13)]. En el primer caso, con las
proporciones mencionadas, el producto de interés se obtuvo en un 20%, con lo cual no hubo
diferencias en relacién al rendimiento que se obtuvo anteriormente y el desperdicio de
reactivos. En el segundo caso, al evaluar en mayor cantidad el triflinato de sodio y menor de
cloruro de tionilo(13) se observé una leve disminucion del rendimiento (18%), que puede
deberse a una perdida en la purificacién, pero aun asi el rendimiento es aproximado y por
tanto comparable con el obtenido en la entrada 10 tabla 5, por lo que es innecesario y
contraproducente elevar las proporciones de todos los reactivos por igual ya que no se

observan mejoras.




En la entrada 12 se evalud la reaccién de sulfinilacion empleando 5,5 eq de complejo
aminoacidico, y el resto de las proporciones se mantuvieron al igual que en la entrada 10 [5.3
eq (12); 2,7 eq (13)]variando a diferencia de la entrada 10 el tiempo de reaccién, que paso a 4h
obteniendo un rendimiento del 21% con lo cual se demostré que con menor tiempo de
reaccion se obtenia el producto sulfinilado en igual rendimiento que las pruebas anteriores

con 20h de reaccion y obtencidn del producto de reaccion.

Considerando la entrada 5 de la tabla 5 con el mejor rendimiento (25%) y la entrada 12
donde se intentd la reaccidn satisfactoriamente en un tiempo de 4,5 h; es que se decidid

ajustar las variables o definir, como se observa en la tabla 6 a 4h de reacciény 70°C.

Tabla 6- Reaccion de sulfinilacién a 4h y temperatura ambiente-

Complejo amino-dcido F,CS(O)ONa  Cl,50

Entrada () (72) (13)  Rendimiento (%)
1 1,5 eq 1,1 eq 1,2 eq 25
2 1,5 eq 3,8 eq 1,4 eq 53
3 1,7 eq 3,68 eq 1,7 eq 60

La entrada 1 de la tabla 6 nos muestra que repitiendo la reaccién de la tabla 5 entrada
5 pero variando el tiempo a 4h de reaccién no hubo modificacién del rendimiento (25%); por
ello se decidid evaluar si el incremento de triflinato de sodio (12) mejoraba el rendimiento del
producto, (tabla 6 entrada 2) donde se observa que manteniendo la proporcién de complejo
amina-acido (11) e incrementando a 1,4 eq de Cl,SO y a 3,8 eq (3,5 eq. mas respecto entrada
1) la reaccion mejoraba notablemente, elevandose al doble el rendimiento mencionado; este
incremento de triflinato de sodio se decidié ya que era el mayor mencionado en la literatura
[51].

En vistas de este resultado, se decidié una nueva reaccién incrementando ain mas los
eq de CI,SO (1,7 eq) e igual proporcién de complejo amino-acido (1,7 eq) con lo cual como se
observa en la entrada 3 tabla 6, la reaccién mejordain mas el rendimiento a 60% de 5-amino-
[4-(trifluorometil)sulfinil]-1H-1-fenilpirazol empleando tan soélo 4h de reaccién a 70°C

empleando el complejo aminoacidico: PTS.piperidina.

En la tabla 7 se observan las ultimas modificaciones trabajando a temperatura

ambiente, y modificando las proporciones de los reactivos.




Tabla 7 Reaccion de sulfinilacion a T°C ambiente-

Complejo- amino~  FsCS(O)ONar CL.SO Rendimiento

Entroda acido (11) (12) (13) (%)
A 1,55 eq, 3,0 eq 1,5 eq 66
B 1,5 eq 3,78 eq 1,5 eq 62
C 1,9 eq 3,2 eq 1,8 eq 70
D 2,5 eq 3,78 ¢  2,5¢q 77
E 3,0 eq 3,6 eq 3,0 eq 67

En la tabla 7 entrada A se puede observar que manteniendo las proporciones iguales
de complejo amina—acido (11) y CI,SO (13) a 1,5 eq y elevando al doble de ello las
proporciones de F;CS(O)Na (12) durante 4h de reaccién y a temperatura ambiente en esta
serie de reacciones, se mejora el rendimiento a 66% ; aun mucho mas que calentando en las
proporciones evaluadas anteriormente. En la entrada B tabla 7 se realizé la comparacion de las
mismas proporciones de complejo amina-acido y cloruro de tionilo (11 y 13) y un leve
incremento respecto entrada A de triflinato de sodio (12) con la variacidon de que el tiempo de
reaccion fue de 22 h, obteniendo un 62% de rendimiento, con lo cual destacamos que no hubo
mejoras de rendimiento respecto la entrada A y por ello se decidié trabajar a continuacién con

4h de reaccidén a temperatura ambiente por el resto de las reacciones.

En la entrada C tabla 7 se incrementaron a 1,9 y 1,8 eq los reactivos 11 y 13
respectivamente, asimismo la proporcion de triflinato de sodio (12) se disminuyd levemente y
se observé que el producto de interés sulfinilado se obtuvo en un 70% mejorando la reaccién
notablemente; por ello en la entrada D tabla 7 se decidié elevar aun mas las proporciones de
todos los reactivos, manteniendo la relacién de proporcién de 11 y 13 respectivamente; se
incrementd a 1,2 cada reactivo; entonces se empled 2,5 eq de 11 y 13 y 3,78 eq de 12
obteniendo un 77% de rendimiento de 5-amino-4-(trifluorometil)sulfinil-1H-1-fenilpirazol

(14a).

En la entrada Ultima y E de la tabla 7 se observa que al incrementar a un maximo de 3
eq de 11 y 13 manteniendo su relacién de proporciones, la reaccidn disminuye su rendimiento
respecto la entrada D, pero aun asi se logra un buen rendimiento. Se infiere que incrementado
las proporciones de los reactivos 11 y 13 en estas condiciones es de esperar que los resultados
sigan sin mejorar, como se mostré en la primer tabla donde se utilizaron hasta 5eq de

complejo amino-acido y no mejoré el rendimiento.




Resumiendo lo expuesto, se determind que la reaccién prosigue utilizando el complejo
amino-acido a partir de acido p-toluensulfénico y piperidina como se detalla en la tabla 5.
Asimismo se determind que la reaccidén de sulfinilacién ocurre a sin modificacidon durante 4h

de reaccidn y a temperatura ambiente (tabla 7).

Por otro lado los rendimientos de reaccidn no mejoraron al aumentar la proporcién de
complejo amina-dcido a 4, 8 y 5,3eq respectivamente; si mejoraron cuando se incrementd a
2,5eq 11 y 13 manteniendo la relacién igual entre estos y cuanto se empleé 3,78eq de
triflinato de sodio (12), es decir un exceso del doble de triflinato para la proporcién de cloruro
de tionilo y complejo amina-acido siempre respecto leq del sustrato pirazdlico a sulfinilar, (5-
amino-1H-1-fenilpirazol) [9allo cual son proporciones mayores a las mencionadas en las
referencias[56], [54], [55]. Todas las reacciones presentadas hasta aqui corresponden siempre

al empleo del (5-amino-1H-1-fenilpirazol) [9a] como sustrato a sulfinilar.

A continuacidn se observa los productos dela sulfinilacién (14a-f) a partir de los
diferentes sustratos de la serie 9a-f y sus rendimientos (fig.15). Estos productos
fueronobtenidos empleando las condiciones de la bibliografia[54], es decir calentando a 70°C,
empleando las proporciones de: 1,5 eq de complejo amino-acido de PTS. piperidina, 3,9 eq de
CF3;S(O)ONa, 1,5eq de CI,SO con la excepcién de 4h de tiempo de reaccion. No se ha
extrapolado las condiciones de reaccién optimizadas que se detallaron en las tablas
precedentes a los demas sustratos de sintesis (9b-f), dado que por cuestiones de tiempo, en el
momento de sintesis de la serie 14a-f, aln no se habia realizado la evaluacién de otras
variables para mejorar el rendimiento y era necesario tener la serie sintetizada para los

ensayos en fitopatdgenos.

Figura 15- Rendimientos de 5-amino-[4-(trifluorometil) sulfinil]-1/*7-arilpirazoles segin

proporciones [54%]-(*Excepto 14a,seqin proporciones tabla 7:entrada D).
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Todos los productos sintetizados fueron purificados por cromatografia en columna de
silicagel con Hexano/AcOEt 4/1, caracterizados por experimentos de RMN, tal como 'H, 3¢,

1SF, COSY, HSQC, HMBC y HRMS.

Purificacion de CLAP®: obtencién del i-a- Fipronil-

Se obtuvo el Fipronil® (5-amino-1-(2,6-dicloro-a,a,a-trifluoro-p-tolil)-4-trifluoro-3-
carbonitrilo) desde el formulado comercial CLAP®. Luego de las extracciones, se purificd por
cromatografia en columna de silicagel siendo el gradiente de disolvente de elucién utilizado

Hexano/ AcOEt 7/1 hasta Hexano/AcOEt 3/1, obteniendo el 52% de rendimiento.

Al compuesto aislado se lo caracterizé por HPLC; CG; RMN coincidiendo con los datos
proporcionados por la bibliografia [61] y se utilizd como control positivo en los bioensayos con
diferentes modelos bioldgicos. Estos resultados se compararon con los obtenidos con nuestros

compuestos de sintesis para determinar la actividad biolégica de los mismos.

Conclusiones

La conversion del grupo nitrilo a amida; se realizé con rendimientos desde buenos a

muy buenos por una metodologia clasica y simple obteniendo la serie 10a-f.

Se logrd la sulfinilacién regioselectiva en la posicion 4 del anillo pirazol a partir de las
moléculas de la serie 9a-f (5-amino-1H-1-arilpirazol) para obtener la serie 14a-f (5-amino-
4(trifluorometilsulfinil)-1H-1-arilpirazol. ~ El  producto se obtuvo a partir de
trifluorometilsulfinato de sodio como reactivo sulfinilante y cloruro de sulfinilo como
halogenante, reactivos no tdxicos y sencillos de manipular a diferencia dela via utilizada para la
obtencidn de fipronil. En este estudio pudo determinarse al complejo amino-acido o sal mas
favorable, a partir de acido p-toluensulfénico y piperidina; a su vez se hicieron modificaciones
de proporciones determinando un buenrendimiento tanto en el producto de sintesis 14a
(introduciendo variables a la sintesis para mejorarla)a temperatura ambiente y 4h de reaccién
a las proporciones ajustadas, como empleando las proporciones que incrementan la

concentracion del triflinato de sodio en el resto de la serie.




Asimismo la purificacion de Fipronil desde el formulado comercial resulté con
excelentes resultados, obteniendo un buen rendimiento (52%) del principio activo de interés
(pureza del 100%) caracterizadopor resonancia magnética nuclear para posteriormente

emplearse en los bioensayos.







Introduccion

En los capitulos anteriores, describimos la sintesis de diversas series de 5-amino-1H-1-
arilpirazoles, correspondientes a 7a-f; 9a-f; 10a-f y 14a-f; con el objetivo de seleccionarlos
posteriormente y evaluar su actividad bioldgica en diversos modelos. La sintesis de moléculas
analogas a fipronil se fundamenta en su posible actividad insecticida, ya que al pertenecer al
grupo de los fiproles se caracterizan por ser antagonistas de los canales de cloro modulados

por GABA (4cido y-amino butirico) [62].

El GABA es un neurotransmisor inhibitorio que se encuentra en las neuronas y las
células B pancreaticas; se forma a partir del glutamato por intermedio de la enzima acido
glutamico descarboxilasa (GAD), e ingresa dentro de vesiculas por las que se transporta hasta

la membrana de la neurona presindptica [62].

Los aumentos de los niveles de Ca‘”2(2do mensajero intracelular) produce la liberacion
del GABA hacia el espacio extracelular. En condiciones normales, éstese une a un receptor
postsindptico y abre los canales de ClI" de la membrana celular lo que provoca la inhibicién o
apagado del impulso nervioso o transmisidon sindptica. El ingreso en la célula de iones
cloruros,por los canales de Na* y K*, equilibra la entrada de cargas positivas atenuando el
efecto excitador de los otros canales. Luego de actuar, el GABA se libera y reingresa a la

neurona pre-sindptica a través de un transportador de membrana (fig. 16).

Figura 16+ Representacion de la transmisién del GABA, modificado de [8]-




Los fiproles actuan bloqueando tanto los canales de CI" activados por GABA como los
mediados por glutamato; ambos canales intervienen en la inhibicién de la transmisién del
impulso nervioso. Fipronil se caracteriza por actuar en el insecto por contacto y en la planta de
modo sistémico [8] como se presenta en la fig. 17 mostrando el bloqueo del canal por el

fipronil.

@ A

Fiproles

Canales de Cl- regulados
por GABA v glutamato

Figura 17+ Bloqueo de fipronil en los canales de CI-

Los insecticidas, como su nombre lo indica, son compuestos de origen natural o
sintético que se utilizan para matar o combatir insectos. Se ha reportado que de mas de
1.000.000 de especies de insectos son conocidasa nivel mundial, de las cuales 10.000 se
alimentan de cultivos, y de ellas, aproximadamente 700 especies causan la mayor parte

dedafio a los cultivos, tanto en el campo como en condiciones de almacenamiento [8].

Es importante considerar el modo en cémo ingresan las sustancias insecticidas en los
insectos plagas, ya que en nuestro caso que sintetizamos andlogos a fipronil, se espera que
nuestros compuestos actuen de manera similar; en relacién a esto se destacan tres vias de
ingreso al insecto:

Ingestion: via aparato digestivo; Inhalacidn: los insecticidas que presentan alta presion
de vapor pueden ingresar por los espiraculos respiratorios; y de Contacto: a través de la
cuticula.

Por otro lado, en cuanto a las vias de ingreso de los insecticidas a las plantas, podemos

mencionar tres predominantes:
De contacto: no hay penetracion, el insecticida queda sobre la superficie de la planta;
Translaminar: los insecticidas ingresan en el meséfilo de la hoja por los espacios
intracelulares, formando un reservorio de ingrediente activo dentro de la hoja, sin ingresar a
los tejidos conductores de la planta. De esta manera se garantiza cierta accidn residual contra
algunos insectos, como por ejemplo las larvas de insectos minadores que toman su alimento

por debajo de la cuticula y hasta a veces por debajo del mesdfilo.




Sistémico: se aplican al follaje o son absorbidos por las raices dado que son solubles en
agua. El ingrediente activo cuando se transloca con el flujo de transpiracién hasta los vasos del
xilema, puede moverse del xilema al floema y viceversa debido a la permeabilidad de las
membranas.

Hay diversos modos y mecanismos de accién que explican el accionar de diversos
insecticidas y como se relacionan con los sitios de accién. Fipronil se caracteriza por poseer via
de ingreso sistémica en plantas y de contacto en el insecto [8] con lo cual es esperable que
nuestros compuestos posean también este tipo de ingreso o uno similar.

Entre las plagas que causan dafos importantes en cultivos producidos en Argentina,y
fueron elegidos como modelos bioldgicos, se hallan Spodoptera frugiperda, correspondiente a
un lepidéptero de la familia Noctuidae y Tuta absoluta, un microlepidéptero de familia

Gelechiidae.

Spodoptera fFugperda (Familia Noctuidae)

Noctuidae representa la familia mas numerosa del orden Lepiddpteros, agrupa a
polillas de tamafo medio, en general miden entre 20 a 50 mm de expansidn alar, presentan
cabeza pequefia y el cuerpo cubierto por abundante pilosidad y colores poco vistosos. Las alas
tienen una expansion de 30 a 38mm, las anteriores son grisaceas u oscuras (en el macho mas

claras y con maculas mas contrastantes)[63], [64], [65](Fig. 18).

Figura 18: a) (izq) macho de 5  FAugjperds -b) (der) hembra de 5 Fugjperda

Oviponen directamente sobre los vegetales, generalmente la hoja y tallo y en
ocasiones en el suelo. Las larvas son polifagas, es decir que se alimentan de diversos
huéspedes. En general, la resistencia invernal, al estadio de pupa transcurre protegido por las

partes aéreas de las plantas o en camaritas en el suelo [64].




El gusano cogollero S. frugiperda (FAW) (J. E. Smith, 1797) es una extendida plaga que
ataca el maiz (Z mays L.)[66]. El cultivo de maiz en Argentina ocupa estimativamente 5
millones de hectareas, con tendencia cada vez mas acentuada a sembrar tarde, entre
noviembre y principios de enero, por una mayor disponibilidad hidrica al momento de mayores
requerimientos (15 dias alrededor de la floracion). La superficie estimada bajo esta nueva
modalidad de fecha de siembra se estima en 45-50% del total sembrada. Pero la nueva
modalidad de siembra trae aparejadas algunas desventajas para el cultivo por mayor
incidencia de plagas, al menos para dos especies clave, la oruga militarS. frugiperda y la isoca

de la espiga Heliothis zea[67].

S. frugiperda es una especie americana en zonas tropicales y subtropicales, pudiendo
encontrarse en el sur de Estados Unidos, México, América Central y Sudamérica [68], [69].
Evoluciona en forma continua durante todo el afio, mientras que en regiones templadas y mas
bien frias tiene un comportamiento estacional. Es una plaga altamente migratoria y polifaga
con marcada preferencia por las plantas herbaceas, principalmente las gramineas [65] (fig. 19).
Tiene un amplio rango de hospederos, con mas de 80 plantas registradas. Las malezas juegan
un rol esencial como reservorio de la plaga; ataca preferentemente maiz y sorgo, también

alfalfa y soja entre otros [64], [70].

Figura 19- Dafio causado en la planta de maiz

La oruga cogollera afecta la calidad de las plantas ya que las larvas se alimentan de los
bordes y margenes, constituye un factor limitante del cultivo en diversas etapas fenolégicas de
desarrollo, incluso, préximas a la floracidon ya que reduce el vigor de laplanta. El mayor dafio,
es causado cuando muerden la corona de las plantas, causando debilidad, pobre desarrollo y

eventualmente, la muerte de la planta [71].




Respecto al ciclo de vida, a los dos o tres dias posteriores a la cdpula, la hembra inicia
la oviposicion; coloca normalmente 1000 huevos en total, en grupos de 300 o mas huevos
blancuzcos en forma de banda o cintas cubiertas de pelos proveniente del cuerpo de ella,
preferentemente en el envés de las hojas. Las mariposas prefieren ovipositar en las hojas con
menor dafio ocasionado por larvas de la misma especie. Cuando las larvas estan por nacer, los
huevos toman una coloracién grisacea [64],[66]. Cada hembra deposita durante su vida, de
aproximadamente 10 dias, entre 500 a 2000 huevos, en grupos. Luego de 48 h eclosionan las

larvas (fig. 20).

Figura 20- Larvas de 5- Augjperda recientemente eclosionadas-
Posteriormente se dispersan, responden positivamente a la luz y roen las laminas de
las hojas jovenes, respetando la epidermis opuesta. Son activas tanto de dia como de noche, a
partir del cuarto estadio perforan las hojas o las destruyen desde sus bordes. El periodo larval
dura un promedio de 25 dias, pasando generalmente por seis o siete estadios,mudandopor

larva neonata, L1, L2, L3, L4, L5 y pupa (fig 21).

il

Figura 21- Estadios larvales de 5- Fugperda-




Cuando son pequefias son color claro, y en la medida que van pasando por los
diferentes estadios de crecimiento, su color es mas amarronado; hacia el final del desarrollo,
su voracidad es importante,ya que luego de destruir el cultivo, migran en grupo hacia otro

cultivo. La larva adulta alcanza los 4 cm de longitud, como se observa en la fig. 22.

Figura 22 Larva de S5+ Fugjperds en estadio 5-

Para completar su desarrollo las larvas consumen en promedio, 180 cm?” de superficie
foliar de hojas de maiz y dejan de alimentarse justo antes de alcanzar el ultimo estadio larval.
Estas pasan inadvertidas hasta que alcanzan 20-25 mm cuando son detectadas por sus dafios,
expresados en hojas que ya estan perforadas al momento de desplegarse. Para pupar, se
entierran en el suelo unos pocos centimetros bajo la superficie, para posteriormente emerger
como adulto[65]. En resimen, podemos visualizar el ciclo de vida tal como lo representa la

siguiente figura 23.

Adulto
(Varios dias)

/r.as'}i;n}b;as viven de 10a 12 dias Huevecillo
¥ ponen unos 1000 huevecillos (3-5 dias)

Gusano cogollero
Spodoptera frugiperda
(Duracién total: 24-40 dias)

Pupa'
(7-13 dias)

Figura 23- Ciclo de vida de 5- Augjperda




Tuta absoluta (Familia Gelechiidae)

Gelechiidae esta integrada por microlepiddpteros de 8 a 18 mm de longitud, los cuales
poseen alas anteriores largas y estrechas y un segundo par de alas de forma trapezoidal. Se las
conoce como “polillas de las casas y depdsitos”, abarcando aproximadamente 4000

especies;poseen habitos variados y atacan diferentes estructuras vegetales[64].

T. absolutaes un microlepiddptero de importancia, dado el dafio que causa en el
cultivo de tomate, solandcea de alto consumo y produccidn en nuestro pais. Esta especie fue
reportada inicialmente por Meyrick en 1917en Peru, pero se extendid por todo el Sur de
América. Uno de los primeros reportes la situa en Brasil en Septiembre de 1979 en el estado
de Parand, desde donde se propagd hasta ser considerada un serio problema para la

produccién de tomate desde entonces[72].

El cultivo de tomate ocupa el cuarto lugar en la produccién mundial de hortalizas luego
de la papa, batata y mandioca, con una superficie cultivada aproximada de 3.700.000 ha y
produccién de 125 millones de toneladas (tn) anuales. En nuestro pais, de acuerdo a lo
reportado por la FAO (2010), el consumo per capita alcanza los 16 kg/persona/afio. Argentina
es el segundo pais productor de Solanum lycopersicum después de Brasil, se cultivan 22.000 ha
de las cuales 1185 ha corresponden al cultivo bajo cubierta, con una produccién anual de
750.000 tn, del cual un 60% se consume fresco y el resto se industrializa. Mendoza es la
principal provincia productora, le siguen en orden de importancia Salta, Jujuy, Rio Negro, San

Juan y Buenos Aires[73].

La distribucion mundial de T. absoluta ha estado restringida al sur del continente
americano hasta hace pocos afios; debido a la gravedad de sus dafos y a lo limitado de su area
de distribuciéon, es un insecto incluido en los programas de cuarentena de otras areas del
mundo, como Estados Unidos y en la Unién Europea (UE). Desde 2006 se detectd y confirmo la
presencia en cultivos de tomate de varios puntos de la franja mediterranea, donde los dafios
provocados fueron de seria importancia [74]. Podemos observar como se extendié esta plaga

cuarentenaria a todo el mundo desde América en la fig. 24.




La peste que infesto los cultivos de tomate
Desde 2008, T. absoluta se ha propagado por 15 paises africanos elevando los costos
tanto para productores como consumidores

Llega a Espafa
en 2006

Descubiertaen
Perien 1917

| e M| 2006 | W [2008-10|m|2011-13 | | 2014-16 |

Figura 24- Invasién de Tuta en cultivos de Tomate- (Modificado de
http://www-desdemonadespair-net/2016/06/ africa-has-tomato-problem-miner-

grubs-html) )-

Esta plaga en la planta de tomate provoca el barrenado de brotes que conlleva a la
pérdida del ramillete floral de la planta de tomate y otras solanaceas, luego realiza galerias
lacunares en las hojas (es decir que consumen el mesdfilo dejando intacta la epidermis) que
externamente se evidencia por la acumulacién de excrementos de color negro; también ataca

los frutos perforandolos hasta el punto de putrefaccion [64],[74].

Esto ultimo mencionado es de suma importancia y es por ello que al comienzo del
presente capitulo se mencionaban las vias de ingreso a la planta y al insecto por parte del
insecticida, ya que en el caso de T. absoluta, es esencial que los compuestos aplicados para ser
ensayados posean actividad sistémica o bien translaminar, para que justamente el compuesto
con actividad biolégica quede retenido en el meséfilo, asegurando un efecto residual y

contacto con el microlepiddptero.

Respecto el ciclo de vida,T. absoluta transcurre cuatro estadios: huevo, larva, pupa y

adulto que se resume en la siguiente fig. 25.



http://www.desdemonadespair.net/2016/06/africa-has-tomato-problem-miner-grubs.html)
http://www.desdemonadespair.net/2016/06/africa-has-tomato-problem-miner-grubs.html)

Adulto: Hembra 10 - 15 dias
Macho: 6-7 dias

Pupa: 10 dias |

Figura 25- Ciclo de vida de 7 absoluta

La hembra oviposita aprox. 100 huevos aislados en las partes menos pilosas de la
planta. Los huevos son de forma ovalada y miden aprox. 0,5mm, de coloracién amarillenta
recién depositados y al final del desarrollo toman un color pardo clara. La larva neonata mide
1mm, el cuerpo tiene color blanco amarillento con cabeza pardo oscura. A partir del segundo
estadio, presenta un color verdoso que mantiene hasta el final de su desarrollo. Cumplido
éste, comienza a construir un capullo sedoso para empupar, en los repliegues de las hojas en la
base de las plantas, la hojarasca, debajo del caliz de los frutos e incluso debajo de tierray a los

7 a 9 dias emergen los adultos [64].

Teniendo en cuenta que el comercial fipronil es un insecticida de amplio espectro, que
se aplica en plantas, en suelo o en semillas; y que nuestros compuestos
presentanunaestructura base similar a éste, se considerd viable la opciéon de evaluar su
potencial actividad biolégica a través de un screening mediante al microlepiddptero
T.absoluta. Esta decisién se fundamenta en que justamente si bien fipronil se ensayé en una
gran cantidad de insectos, no hay antecedentes, de acuerdo a nuestras busquedas, de su
actividad insecticida en T. absoluta. Esto motivd a evaluar nuestras estructuras quimicas
sintetizadas previamente, similares estructuralmente a fipronil y determinar su efecto

insecticida en organismos plagas de interés.




Por ello, es preciso remarcar que tanto S. frugiperda y T. absoluta sonconocidos por su
utilidad para estudiar nuevos compuestos [63], [75] habiéndose utilizados para muchos
bioensayos con N-fenilpirazoles [34], [76], [77]. Dado que las sustancias que pertenecen a la
familia de los fenilpirazoles suelen poseer actividad insecticida similar a fipronil[78], es que se
seleccionaron compuestos sintetizados y testearon utilizando la oruga militar S. frugiperda y a
T. absoluta como modelos bioldgicos de lepiddptero, y microlepiddptero respectivamente. Se
eligio a Tuta absoluta; justamente para evaluar familias con caracteristicas estructurales

similares y a su vez diferentes en cuanto al comportamiento, considerando que unas afectan

cultivos agropecuarios principalmente y este Ultimo modelo involucra hortalizas y verduras en
general, es decir, relacionado a la cadena agroalimentaria pero en diferentes eslabones de

productividad y uso por parte del consumidor.

Hasta aqui se presentaron los modelos bioldgicos correspondientes a la blusqueda de
actividad insecticida por parte de nuestros compuestos de sintesis.Por otra parte, y en relacidon
a los objetivos planteados en el presente trabajo, se evalué también si los compuestos de
sintesis presentan actividad antifungica. Entre los causantes de enfermedades que afecten la
produccién de soja, maiz y trigose encuentran los hongos fitopatégenos, como contraparte a
saprofitos. Se presenta una breve resefia de la importancia de los fitopatégenos en el
desarrollo de la produccidén y por ello la evaluaciéon de nuestros compuestos, ya que algunos

pirazoles son utilizados como fungicidas, lo cual alenté nuestro interés a considerarlos.

Hongos fitopatégenos

Con el incremento creciente que ha tenido la agricultura en nuestro pais y a nivel
mundial los ultimos afios, que ha incorporado nuevas técnicas agropecuarias, formas de
trabajo y adaptacién de suelos, se han modificado las formas de labranza. Esto sumado a los
cambios climaticos y sus secuelas, hace que las practicas agricolas requieran una atencion
constante y un aseguramiento del rendimiento para el productor de su produccién utilizando

diversos plaguicidas para ello.

La introduccién de técnicas agricolas del tipo “siembra directa” en los cuales el suelo
no recibe una remocién y aireacidn antes de introducir la semilla, hace que sea un reservorio
de micelios y proteccion de patégenos que habitan el suelo o que no fueron combatidos enel

cultivo anterior. Estas caracteristicas hacen que los cultivos estén mds propensos a ser




infectados con algun patdgeno del suelo, ya sea en la semilla, en el crecimiento de la planta o
antes de la cosecha[79], [80].

En los Ultimos afios se observé un incremento en los sembrados, no sélo de las
enfermedades provocadas por patdgenos que afectan hojas, tallos, vainas y semillas de
cultivos sino también las ocasionadas por aquellos que habitan en el suelo. Entre los
patégenos que afectan los cultivos agropecuarios en nuestro pais, podemos mencionar los
hongos que se llevan o transmiten por lotes de semillas, por ejemplo Colletotrichum
truncatum, causante de la antracnosis; Peronospora manshurica, causante del mildiu;
Corynespora cassiicola, causante de la mancha anillada; Myrothecium roridum, causante de la
mancha foliar y Sclerotinia sclerotiorum, causante de la podredumbre humeda del tallo [5],
[79].

Entre los hongos que habitan el suelo, podemos encontrar especies de Fusarium,
Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina, Sclerotium rolfsii, Pythium sp. Y Phytophtora
sojaeque provocan podredumbre de raices y base del tallo [5], [79].

Las especies patégenas de hongos que afectan la simiente pueden causar la
disminucién del poder germinativo, la producciéon de micotoxinas, facilitar el ingreso de otros
patdégenos, disminucion de la calidad de nutrientes y por ende la calidad comercial; como asi
también la muerte o enfermedad de la planta y por ende, disminuir el rendimiento global del
cultivo.

Como ejemplo de enfermedades a cultivos producidas por fitopatdgenos, en la tabla 8
se pueden resumir las principales enfermedades y los agentes causales involucrados en el

deterioro de la calidad sanitaria de la semilla de soja en Argentina [81].

Tabla 8-Principales enfermedades fiingicas en Argentina-

Enfermedad ' Patdgeno Causante

Tizo6n del tallo y la vaina Phomopsissojae
Mancha purpura Cercosporakikuchii
Mancha ojo de rana Cercosporasojina
Cancro del tallo Phomopsisphaseolivar. Meridionalis
Mildiu Peronosporamanshurica
Antracnosis Colletotrichumtruncatum
Mosaico Soybeanmosaic virus
Deterioro por cosecha demorada Fusarium sp — Alternariasp
Deterioro en almacenaje Penicillumsp — Aspergillus sp




Dentro de los fitopatdgenos que afectan la semilla de los cultivos, podemos destacar a
los géneros Alternaria sp., Fusarium sp., C.kikuchii,C. sojina y A. niger; particularmente estas
cuatro variedades de hongos fitopatdgenos y Trichoderma sp., como sapréfito, fueron los

considerados para el desarrollo de los ensayos de la tesis.

Alternaria sp.: la enfermedad que provoca es conocida como “podredumbre de la
semilla”. Es frecuente encontrarla presente en todas las partes de la planta, aunque suelen
asociarse a vainas y semillas; ingresa facilmente por heridas y aberturas naturales de la semilla
como el hilo, poros, micrdfila. Es por eso que es uno de los patdgenos involucrados en el
deterioro a campo, en plantas que llegada a la madurez, no pueden ser cosechadas a tiempo
en condiciones ideales, por excesivas precipitaciones. Predisponen su infeccion, las heridas
hechas por insectos (picaduras de chinches), las heladas tempranas, las lesiones por dafo

mecdanico durante la cosecha y condiciones ambientales de humedad [81].

Los dafosen el campo aparecen en manchas foliares alargadas, color marrén y con
anillos concéntricos; estas hojas infectadas se secan y caen precozmente. En la semilla
presentan un micelio adherido a la cubierta seminal, pueden ser mas pequefias, arrugadas, con
lesiones oscuras, y su germinacién se ve disminuida por asociacion con otros tipos de dafios,

los cuales se ilustran fig. 26:

Figura 26-Efecto de Alternaria en hoja de soja, Modificada de [82]
Alternaria sp. presenta un alto impacto epidemioldgico ya que puede producir
micotoxinas afectando la calidad del grano y por ende disminuir el valor de su produccién
ademads de sufrir restricciones en cuanto a la exportacién. Los efectos toxicoldgicos de las
micotoxinas incluyen los productos finales de la cadena de alimentos como en vinos, tomate,

entre otros, ya que puede producir hasta 14 especies diferentes de toxinas [81].




Fusarium sp.: En la regidén sojera nucleo o centro de nuestro pais, que incluye las
provincias de Santa Fe, Cérdoba, Buenos Aires y Entre Rios, fue el patégeno registrado con
mayor frecuencia en las Ultimas campafias agricolas. Es el causante del marchitamiento, tizon,
podredumbre radicular, pudricién de la vaina, desde la invasion de semillas, restos de cultivos
y suelo. Entre los factores de riesgo involucrados, se postulan: el monocultivo, por su alta
fertilidad en materia orgdnica, fésforo y magnesio, suelos mal drenados, semillas
contaminadas, estrés térmico o hidrico de los cultivos, o bien el hecho de postergar la cosecha

por altas precipitaciones que favorecen la proliferacion[83].

En el campo las plantulas en estado emergente, muestran lesiones de color crema, en
la medida que maduran las dreas se tornan marrdn oscuras a negras, evolucionando a la
necrosis internerval y la consiguiente caida de foliolos. Las vainas pueden secarse y en el caso
de las semillas, las infectadas no germinan; en otros estadios las plantulas desarrollan la
podredumbre de la raiz tornandose estas quebradizas y destruyendo el sistema radical

secundario[84](fig. 27).

Figura 27- Efecto de Fusariusm en semilla de algodén extraida de [85]-

Cercospora sp.

Las enfermedades de fin de ciclo (EFC) de los cultivos, son aquellas que se presentan
en los estadios reproductivos intermedios-avanzados ocasionando defoliacion prematura y
madurez anticipada del cultivo que se relaciona directamente con presencia de Cercospora sp.
Las EFC son las responsables de severas reducciones en el rendimiento y la calidad con el
consecuente impacto negativo en la produccién y rentabilidad del cultivo[86]. Su incidencia, al
igual que en otros tipos de hongos, se ha incrementado por la modificacidon de las practicas
agricolas, la carencia de rotaciones, y condiciones climdticas especiales como extrema sequia,

o excesos de lluvias, entre otros.




Las especies del género Cercospora causan mayoritariamente lesion en las hojas; de
acuerdo a la prevalencia, son responsables del tizon de la hoja y la mancha purpura de la
semilla (C. kikuchii) y la mancha de ojo de rana (C. sojina). El tizon de la hoja y la mancha
purpura de la semilla esta globalmente muy difundida, la primera vez que se describid fue en
Corea en 1921 por Matsumoto y Tomoyasu. En nuestro pais en la regidn central de la provincia
de Santa Fe desde el afio 2000, el incremento de la prevalencia del tizéon fue motivo de gran

preocupacion[86].

C. kikuchii permaneceen los restos de plantas afectadas y en las simientes, las que aun
siendo asintomadticas se transforman en portadoras constituyendo reservorios de este
patdgeno. La infeccion ocurre en el periodo de floracion, aunque se puede iniciar en el estado
de emergencia; el viento y el salpicado de lluvia son agentes de diseminacién del hongo,
iniciando infecciones secundarias, a su vez, prolongados periodos con temperaturas de 28-
30°Cy alta humedad, favorecen el desarrollo de la enfermedad. A continuacién se observa (fig.

28) los efectos descriptos.

Figura 28 a y b: Tizén de la hoja- c¢: mancha pirpura de la semilla ocasionada por C-
Kikuckri- Extraidas de: a y b: adaptado de [86] y c: Adadptado de [87].

La mancha de ojo de rana (MOR) causada por C. sojina fue descripta inicialmente en
Japén en 1915; es una enfermedad de ubicacidn foliar pudiéndose presentar ademas en tallos,
semillas y vainas observando pequefias manchas color castafio rojizo o gris oscuro que forman
areas necréticas. Los sintomas se observan mejor después de la floraciéon y se hacen mas

evidentes a partir del inicio de formacion de vainas [81], [86] (fig. 29).




Figura 29- Mancha de ojo de rana ocasionada por C- Sgjina extraida de [§6]-

Aspergillus sp.

Este género fue descrito por primera vez en 1729, los hongos pertenecientes a este
género se multiplican rdpidamente sobre materia vegetal almacenada o en descomposicidnen
un amplio rango de temperatura, humedad y aerobiosis contaminando asi muchos sustratos,
como por ejemplo el mani, por ello su interés agroalimentario. Asimismo, una caracteristica
importante es su capacidad de producir toxinas, las principales micotoxinas producidas por
Aspergillus sp. Son aflatoxinas y ocratoxinas; si éstas se producen sobre alimentos de consumo,

conlleva un riesgo para la salud [88].

Conocida como moho negro o podredumbre negra de la corona, esta especie es
habitual encontrarla en el suelo, lo cual es favorecido por las malas condiciones de
almacenamiento. Puede observarse moho en las vainas, lesiones en las inflorescencias y hojas,
putrefaccion de raices y en semillas cuando se desarrolla el micelio color negro, se observa
putrefaccion, deformacién y decoloracién. En plantas jévenes, la muerte ocurre con mucha
rapidez, mientras que en plantas adultas, la senescencia ocurre lentamente, iniciandose con el

marchitamiento del follaje [89].

Trichoderma sp.

Este hongo es un habitante natural del suelo y puede desempefiarse como sapréfito o
pardsito de los hongos. Conocido por su conducta antagonista y utilizado para biocontrol,
debido a su ubicuidad, facilidad para ser aislado, rapido crecimiento y desarrollo en una amplia
gama de sustratos, lo que facilita la produccién masiva para uso en agricultura. Los
mecanismos por los que las cepas del género Trichoderma sp.desplazan al fitopatégeno, estdn

principalmente asociados a competicién directa por el espacio o los nutrientes, produccion de




metabolitos antibidticos, y parasitismo directo sobre hongos fitopatdgenos. Su tolerancia a
condiciones ambientales extremas y a hdbitats donde los hongos causan enfermedad, le

permiten ser un eficiente agente de control [88].

Nuestro interés en la busqueda de actividad fungicida se fundamentd en que una gran
variedad de pirazoles estadn siendo utilizados como antifungicos en cultivos, especificamente
elFRAC (comité de accidn de resistencia a fungicida) detalla ciertos pirazoles carboxamidas que
son utilizados por su inhibicion del complejo IlI, succinato deshidrogenasa (SDHI) actuando a

nivel de la cadena respiratoria de la mitocondria en hongos [50], [90].

Como ejemplos, algunos de los que se muestran en la fig. 30, como bixafen,
furametpyr, y fluxapyroxad han sido empleados en la produccidon de frutas, vegetales, y
cereales, también en la industria del vino. Estos pirazoles conforman la categoria de SDHI de
FARC ya que presentan otro modo de accidn y se resalta que la presencia del grupo amida en
la estructura y los sustituyentes en el caso del anillo son importantes para la actividad.También
pirazoles carboxamida como rabenazole, sedaxane, fentiopirad, penflufen, iopyrazam,

benzovindiflupir, son autorizados por FARC para su uso en agricultura [50], [90].
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Figura 30+ Pirazoles carboxamidas utilizados como fungicidas comerciales-

Como se menciona anteriormente muchos son derivados de pirazoles carboxamida;
justamente nuestros pirazoles con grupo CN en posicidon 4 (serie 7a-f) se transformaron en

carboxamida, en la serie 9a-f, con el fin de evaluar su actividad fldngica con ambos grupos




funcionales y proseguir las transformaciones quimicas a futuro en el caso de que no presenten
actividad esperada. En el esq. 14 podemos visualizar proyecciones a desarrollar para continuar

esta linea de investigacién.
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Esquema 14 Proyecciones de sintesis desde las series sintetizadas-

Objetivo

Evaluar la actividad biolégica de moléculas seleccionadas de las series sintetizadas
como insecticidas en los modelos bioldgicos S. frugiperda y T. absoluta, y como fungicida en los
fitopatodgenos Alternaria sp., C. kikuchii y C. Sojina., Fusarium sp., Aspergillus sp. Y el

saproéfitoTrichoderma sp.

Metodologia

Bioensayo con 5+ frugperda

Las larvas de S. frugiperda utilizadas para los test provinieron de una colonia criada en
el laboratorio del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Castelar, Buenos
Aires.Lapoblacion de estudio no estuvo previamente expuesta a insecticidas. Las larvas fueron
alimentadas con una dieta artificial a base de harinas de maiz y soja, germen de trigo y yema
de huevo,y mantenidas en condiciones controladas de: temperatura, entre 25+3°C, humedad

relativa entre 60-70%, y fotoperiodo artificial de 14/10 (L/D)[91].




De la serie sintetizada 7a-f, 5-amino-laril-1H-pirazol-4-carbonitrilo, a partir
dearilhidrazinas y etoximetilenmalononitrilo [48], [47], como se describid en el capitulo 1, se

seleccionaron 7e, 7c, y 7d, representando a los tratamientos A, B, y C respectivamente (Fig.

31).
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Figura 371+ Tratamiento A (7e), B (7¢) y C (7d)-

Los compuestos fueron disueltos en acetona de grado analitico a 20 ppm de
concentracion. La actividad insecticida de cada tratamiento fue testeada individualmente en
larvas de segundo instar o estadio por método de topicacidon 0,25 pl de solucién en el
pronotum de la larva. Cada solucidn (tratamiento) fue aplicada con un microaplicador manual
de repeticién Burkard y testeados en tres repeticiones con diez (10) larvas cada una, es decir
30 larvas por tratamiento, comparando con un tratamiento control en el cual sélo se aplico
acetona.

Las larvas tratadas fueron mantenidas aisladas individualmente en copitas plasticas,
alimentadas con dieta artificial bajo las mismas condiciones que en las cdmaras de cria.
Después de las 24 h de la aplicacién fue registrada la sobrevivencia, considerando larva muerta
a la que no se mueve, desplaza o no puede realizar movimientos. Cada larva fue chequeada

diariamente después del tratamiento hasta terminar el ciclo de vida del lepiddptero.

En cuanto al analisis estadistico, las curvas de supervivencia se compararon utilizando
el test de long-rank; el cual propone como hipdtesis nula que no hay diferencias entre las
poblaciones para la ocurrencia de un evento(ejemplo: supervivencia) a ningln tiempo durante
el seguimiento. El analisis se baso en la ocurrencia o calendario de eventos (ejemplo: muerte)
de cada grupo, se compararon con el nimero de eventos esperados si no hubo diferencia
entre los grupos [64], [66].

Una vez establecidas las diferencias significativas, la curva fue modelada. La curva de
supervivencia fue remodelada empleando el modelo de regresidn lineal e incorporando una
variable dummy. El modelo propuesto para las observaciones es:

y=a+pPA+yT+OAT +¢




Donde: Y: numero de larvas que sobrevivieron luego de D dias, D: nimero de dias
transcurridos; T: tratamiento aplicado para cada compuesto; €= término de error aleatorio que
es asumido es normal para dos nuevos grupos (control y tratamiento) con una matriz varianza-
covarianza igual a 6l [92]. Los resultados se procesan con el software libre R, y LM (funcién
modelo lineal); el nivel predeterminado de estadistico significativo es 0.05 para todos los

Casos.

Bioensayo con7- absoluta

Las larvas de T. absoluta fueron obtenidas de una colonia criada en el laboratorio de
PROIMI (Planta Piloto de Procesos Industriales Microbioldgicos) CONICET de San Miguel de
Tucumdn, Tucuman. La colonia fue mantenida en una plantacién de tomates en condiciones de
temperatura entre 23+ 3°C, humedad relativa de 70% de y fotoperiodo luz/oscuridad de 14/10
h(L/D).

Dentro de la serie 5-amino-1H-1-arilpirazol-4 carbonitrilos (serie 7, ver capitulo 1), se
seleccionaron para los bioensayos de no preferencia, los correspondientes 7c:Trat 1; 7e:Trat 2;
7a:Trat 3; 7b:Trat 4, sumado a Fipronil como testigo junto al control (fig.32). Se seleccionaron
estos compuestos de sintesis dado que presentan un grupo aril sin sustituyentes, un grupo aril
con un atomo de fluor, grupo arilo con cinco dtomos de fluor, y el grupo arilo idéntico a
Fipronil; para evaluar si la presencia de mayor o menor cantidad de atomos de flior como

atomos de haldgeno influye en los resultados.
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Figura 32+ Tratamientos empleados para bioensayos en 7- absoluta

Los compuestos seleccionados fueron disueltos en agua/acetona grado analitico
(80/20) y 0,01% de Tween (R) 80 contrastando con un control de agua destilada/acetona
(80/20) y Tween (R) 80 al 0,01%.




Para el tratamiento se emplearon discos de hojas de Solanum lycopersicum variedad
Regina, cortados con un sacabocado de 2 cm de didmetro. Cada disco fue impregnado por

inmersion de cada solucién a 500 ppm y se dejé reposar hasta completar la evaporacién del

disolvente a temperatura ambiente (fig. 33).

Figura 33 A(izq)+ Hojas de S5+ ljcopersicur inmersa en tratamiento- B(der)- secado a

temperatura ambiente de hojas tratadas-

Los discos tratados fueron colocados individualmente en cajas de Petri sobre papeles
de filtro previamente humedecidos con agua destilada, donde fue colocada una larva de tercer
estadio por réplica (30 larvas por tratamiento). Con un programa de analisis de imagenes
convencional (CobCal), se midid el drea consumida a las 24 h post-tratamiento y se registro el

numero de larvas muertas a las 24, 48 y 72 h posteriores.

Bioensayo con hongos

Los ensayos se realizaron utilizando los fitopatdgenos: C. kikuchii NBRC 6711, C.kikuchii
19 (aislamiento regional), C. sojina NBRC 6715 y C. sojina 73 (aislamiento regional), Alternaria
sp., Fusarium sp. Estas cepas fueron seleccionadas por su importancia fitosanitaria en la regién
de Santa Fe [16], las cuales fueron obtenidas del cepario de la cdtedra de Microbiologia de la

Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Litoral.

Se realizo la prueba de sensibilidad por difusién en agar de las moléculas sintetizadas

en concentracidn expresada en microgramo por mililitro (ug/mL),procediendo de acuerdo a los




métodos de referencia aprobados por la CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)

modificados (CLSI: M51-A 2010) [93].

Se plagquean 20 ml de agar papa dextrosa (APD) esterilizado previamente en cada placa
de Petri, y una vez solidificado y enfriado, se inocularon por hisopados con los diferentes
fitopatdgenos a partir de un inoculo concentrado de 10° UFC/ml. A cada placa se le realizaron
pocillos de 5 mm de didmetro con un sacabocado. Los compuestos de las series 7a-f; 9a-f y
14a-f, sintetizados se ensayaron a 2500 ppm en dimetilsulféxido (DMSO) con los diferentes
fitopatdgenos. La incubacién se extendid durante cinco dias con ciclos de 16/8 h luz/oscuridad

a 25°Cy se examind en busqueda de halos de inhibicién de crecimiento.

En la fig. 34 se observa los pocillos donde se distribuyeron los tratamientos a ensayar

Figura 34 Pocillos a tratar frente a fitopatégenos-

Resultados y Discusién
Bioensayos con 5+ frugjperda

Con el tratamiento A[(compuesto 7e) ver apartado de Metodologia], los modelos
ajustados para ambos grupos fueron: Y (ajustado, control)=32.2 — 0.82D; Y(ajustado,
tratamiento A) =32.2 — 1.45D. Las diferencias entre las pendientes fueron significativas para los
valores p=3.3x10" y los valores de R’= 0.91; lo cual indica un muy buen ajuste lineal al igual
que el tratamiento B (7c), donde el modelo ajustado para los dos grupos fue: Y (ajustado,
control)= 28.57 — 0.82D;Y (ajustado, tratamiento B)= 28.57 — 1.13D; lasdiferencias entre las

pendientes fueron significativas con valores p= 2.2x10? y el valor de R*= 0.92.




Para el tratamiento C (7d), los modelos ajustados para ambos grupos fueron:Y
(ajustado, control)= 31.36 — 0.82D; Y (ajustado, tratamiento C)= 26.20 — 0.82D; en este caso
las diferencias entre las pendientes no fueron significativas, las lineas resultaron paralelas y los

valores de R*= 0.92

En las grafica 1 a, se muestran los ajustes para cada tratamiento estudiado.
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Grifica 1: Diagrama de escala con ajuste lineal en ambos grupos: (A), Control y

tratamiento A y(B): Control y tratamiento B

La grafica 2 muestra el ajuste para los datos del control y tratamientos del grupo C,

junto con la regresidn lineal para cada uno.
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Grifica 2- Diagrama de escala con ajuste lineal en ambos grupos: oControl y

etratamiento C:

Considerando las tres graficas de los tratamientos aplicados, el tratamiento A(7e) fue
el mas activo respecto a B (7c) y C (7d). Los tratamientos A y B (fig. 35) fueron eficaces, a partir
de los 10 dias de iniciar el estudio, observandose en el 40 % de los individuos el no poder
mudar al siguiente estadio, ni superar el efecto insecticida al ingerir alimento sin tratar
provocando la muerte.Por otra parte, los individuos que pudieron continuar con el ciclo, se
observé que en la formacién de la pupa para la proxima generacion se presentaron fallas

morfoldgicas constitutivas.




Figura 35 A: pupa deforme, B: Larva muerta por tratamiento-

Estas observaciones de los tratamientos A y B, confirman un patrén esperado en el
caso del tratamiento A, ya que la molécula empleada en ese tratamiento es la que mas se
asemeja estructuralmente a fipronil. En este sentido, presenta el anillo aromdtico en posicion
1 (2,6-dicloro-4-trifluorometil) idéntico a fipronil y coincide en que esta parte de la estructura
es la mas activareportada con estudios en lineas celulares de S. frugiperda con fipronil, donde
se establecid su alta letalidad en los ensayos [76] con lo cual si se extrapola al insecto real,
encontrar que presentd actividad notoria a 20 ppm, coincide con lo esperado de acuerdo a la

literatura.

A su vez, el tratamiento B que emplea la molécula 7c, demostré gran actividad de
interés como insecticida, y puede deberse a que el anillo aromatico se encuentra rodeado de
sustituyentes halogenados, lo cual coincide con que la presencia de estos 4&tomos incrementa
la actividad biolégica como se ha reportado en otros estudios que resaltan la incorporacién de

atomos de fluor u otros halégenos en su estructura [10].

Estos comportamientos se asocian a los reportados de Fipronil que presenta una
actividad insecticida de excelencia dada su capacidad de interaccionar a nivel del GABA,
bloqueando los canales de apertura de Cl" provocando excitacidn, convulsidon y muerte [13].Es
de suponer que los compuestos ensayados, al presentar grupos farmacofdricos similares a
Fipronil, interaccionen a nivel de estos moduladores generando una muerte en el insecto, pero
mas moderada en el tiempo que Fipronil. Si bien, esto debe ampliarse con estudios de
modelado molecular y otras concentraciones, a priori es altamente probable que interaccione

a nivel del sistema nervioso central el insecto como otros arilpirazoles lo hacen [66], [64], [94].

El tratamiento C no mostrd efectos significativos en la letalidad, pero un dato
relevante es que, durante los ensayos se registré visualmente que las larvas tratadas
presentaron un incremento en la ingesta de alimento respecto al control. Los estudios

demostraron que difiriendo minimamente en la estructura quimica, en el anillo aromatico




arilo que solo posee un grupo CF; en posicidon —p- (tratamiento c), respecto los otros dos en los
cuales el compuesto ensayado tiene sustituyentes en todo en anillo aromatico, influye muy
diferente en el comportamiento ya que mientras los tratamientos a y b tiene efectos
insecticida, esperable dado su naturaleza fenilpirazélica, fue notorio que la influencia de otro
sustituyente aromadtico con tan minimas diferencias nos muestra un comportamiento

alimentario contrastante.

Particularmente en el caso de S. frugiperda no fue posible continuar los ensayos de
toxicidad previstos y determinar una concentracion letal media (en los casos que fuera posible)
dado que los tiempos de trabajo con el grupo de entomdélogos de la Universidad de La Plata se
vieron interrumpidos. Se acentuaron inconvenientes de crias y adaptacion de las larvas
contempladas para los bioensayos, generando dificultades para garantizar las condiciones
experimentales éptimas. Por ello y sumado a que los tiempos de ambos grupos de trabajo
fueron afectados en sus proyectos y dado los altos costos que conllevan tales bioensayos en la
Ciudad de la Plata, sumado a los periodos estivales, fua la causa de la falta de datos

experimentales para realizar un andlisis estadistico mas exhaustivo.

Bioensayos con el microlepidéptero 7 absoluta

Estadisticamente el modelo lineal generalizado reportd diferencias significativas en
cuanto a la eficacia o mortandad de la poblacién(x2= 55,57, gl: 5; 95; p<0,01) y al consumo de
hoja (XZ: 41,37,gl: 5; 95, p<0,01) entre los distintos tratamientos evaluados.El tratamiento
confipronil alcanzé el mayor valor de eficacia seguido por los tratamientos T3 (7a), T2 (7e), T1
(7c) y T4 (7b), difiriendo significativamente con los tres ultimos. En cuanto a T3 y T2, los

mismos difirieron notablemente con T1y T4 (graf. 3).
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Gréfica 3: Eficacia de los tratamientos en el control de larvas de 7° absoluta

Las barras coronadas indican desvio estandar, letras diferentes indican diferencias
significativas.

Podemos observar que fipronil registréd la mayor eficacia, ya que al cabo de 24h
provoco la muerte de toda la poblacién estudiada.Siguieron en eficacia el tratamiento 3y luego
el tratamiento 2.Los tratamientos 1y 4 mostraron baja eficacia dado que sélo un 25% de la
poblacién fue afectada. Estos resultados muestran que el Fipronil, que no tiene antecedentes
de aplicacién en T. absoluta, resultéen un eficaz insecticida con efecto casi inmediato (ya que

provoco la muerte de toda la poblacion en 24hs).

Los tratamientos 3 y 2 que le siguen en eficacia a fipronil,son de destacar ya que
guimicamente son obtenidos por una viamas sencilla que fipronil, no son tan tdxicos y
presentan una alta eficacia ya que el T3 extermind el 75% en la poblacién y T2el 60% en 48h,
reflejando que también presentan un efecto residual de importancia; ya que atraviesan toda

el haz de la hoja o el meséfilo donde T. absoluta invade.

Los resultados obtenidos se presentan sumamente alentadores al desarrollo vy
aplicacion en los cultivos afectados por T. absoluta, considerandose como una alternativa de
control y combate a la resistencia deT. absoluta, que hasta el momento los insecticidas
aplicados no son del todo eficientes. En este sentido, insecticidas como carptap, permetrina,

abamectina y metamidofos, suelen utilizarse normalmente para el control de T. absoluta,




perohan demostrado que no son lo suficientemente eficaces en los comienzos, ya que esta
plaga presenta resistencia [72], [95].

En lo que respecta al consumo de hoja de tomate (Solanum licopersicum), el fipronil
impidié el consumo de la [amina del foliolo por las larvas de T. absoluta, mientras que en T3 y
T2 se redujo notoriamente el dafio y/o consumo de dicho foliolo con respecto al control. Los

restantes tratamientos (T1y T4) presentaron dafios similares al control (Graf. 4).
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Control 1 2 3 a Fipronil

Tratamientos

Grifica 4: Porcentaje de hoja dafiada y/o consumida por larvas de 7- absoluta ensayadas

con diferentes tratamientos-

Esto evidencia el eficaz efecto insecticida de fipronil a las 24 h de aplicado v,
considerando que este insecticida actla por contacto en el insecto y por accidn sistémica
ingresa a la planta [8], al matar por contacto al insecto, las orugas no alcanzaron a ingerir parte
del mesdfilo. Es por eso que en la grafica a continuacidn de supervivencia de las larvas muestra
que disminuyo significativamente el tiempo de supervivencia en los T fipronil, T2y T3 con
respecto al tratamiento control. En cuanto a la supervivencia de las larvas en los restantes

tratamientos (T4y T1) la misma fue similar al control (graf. 5).

Estadisticamente el andlisis de Kaplan-Meier mostré que la supervivencia de la larva
fue afectada por el tratamiento (x2 (5, 115) = 52,26, P <0,01). La supervivencia promedio de las
larvas en dias, fue: 2.00 + 0.00 para TFipronil, 3.00 + 0.28 para T3, 3.20 + 0.27 para T2, 3.80 +
0.25 paraT1,4.20+0.28 para T4y 4.45 £ 0.19 para el control.




- 11 —— T2 = —— T4 —&— Fipronil Control

Grdfica 5: Supervivencia de larvas de 7- absoluta bajo diferentes tratamientos:
Los medios seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P> 0,05)

(Log Rank (Mantel-Cox) prueba).

Es importante mencionar que el tratamiento 2, compuesto de sintesis 7a, presenta el
anillo pirazdlico sin sustituyentes, lo opuesto al tratamiento 1 (7e) que presenta en el anillo
pirazol dos 4tomos de cloro en posicion orto y en posicidn para el sustituyente CF; (fig.30).Es
dificil establecer con estas primeras aproximaciones y ensayos, a qué se debe la actividad
bioldgica de los tratamientos, presentandoestructuras tan diferenciada. En estudios a

continuar se prevé dilucidar a que deben su diferencia o su similitud.

Se evidencia a partir de los resultados, que el compuesto 7a, es altamente efectivo y
sumamente sencillo de sintetizar a diferencia de fipronil. Resulta esto relevante, en el sentido
de que el compuesto 7a no posee atomos de cloro u otros halégenos en su estructura, siendo
menos toxico, y su sintesis es a partir de reactivos comercial y accesible comercialmente, de
bajo costo. Ademas, el rendimiento como se menciond en el capitulo 1 es excelente (93%), lo
cual procede de una sintesis limpia y eficaz, por ello que presente tal efectividad frente a T.
absoluta es una llave para, si pensamos a futuro, poder acercarlo a los productores de tomate
(y otras solanaceas afectadas por esta plaga), que estén interesados aplicarlos, seria un

producto accesible econdmicamente, poco tdxico y altamente efectivo.

La actividad tan destacada como insecticida del compuesto 7e (trat 2) coincide con la

actividad que mostro en los ensayos como insecticida en S. frugiperda (tratamiento




a),alentando ensayos con esta molécula y perfeccionandola, manteniendo la estructura del
anillo aromatico con atomos de halégenos.El compuesto 7a no se ensayo en S. frugiperda, por

lo que se desconoce cdmo actua frente a este lepiddptero.

Bioensayos en hongos

Se ensayaronlos compuestos de las series 7a-f; 9a-f; 12a-f y el purificado del formulado

comercial: fipronil, los resultados fueron en todas las series similares como se observa en la

tabla 9.
Tabla 9- Resultados de los bioensayos en fitopatégenos:
Cepa cc ensayada(ug/ml) Inhibicion
C. kikuchii NBRC 6711 2500 Negativa
C. kikuchii 19 (A.R) 2500 Negativa
C. sojina NBRC 6715 2500 Negativa
C. sojina 73 (A.R.) 2500 Negativa
Fusarium sp. 2500 Negativa
Alternaria sp. 2500 Negativa
Trichoderma sp. 2500 Negativa
A.niger ATCC 16404 2500 Negativa

En las imagenes a continuacién (fig. 36) se observan el crecimiento homogéneo de

Fusarium (a), C. kikuchii (b) frente a diferentes compuestos ensayados.

Figura 36+ A(lzq): Crecimiento de Fusariurm frente a los tratamientos ensayados: B

(Der)- crecimiento de C- A/kuckii frente a los tratamientos ensayados-

Como asi también el crecimiento sin inhibicién de ningin compuesto a los diferentes
fitopatdgenos, ejemplificado a continuacion en la fig. 37 C. sojina (izquierda) y Alternaria

sp.(derecha)




Figura 37+ A(lzq)- crecimiento de C- Sgjina frente a tratamientos aplicados: B (Der)-

crecimiento de Afternaria frente a los diferentes tratamientos-

Y al ensayar frente a A. niger (lzquierda) y Trichoderma sp. (derecha) en la fig. 38

Figura 38+ A(lzq)- crecimiento de Aspergillus frente a los compuestos ensayados- B

(Der)- crecimiento de 7richoderma sp- frente a los tratamientos:

S. frugiperda y T. absoluta, dependen de estaciones climaticas clave durante el afo,
donde hay mas disponibilidad y su poblacién requiere de semanas para alcanzar el nimero
necesario. Contrariamente, el hecho de poder evaluar la mayoria de los compuestos
sintetizados en hongos, se debe a que éstos presentan ventajas, dado a que su evaluacién mas
sencilla a escala laboratorio y la disponibilidad durante todo el afio para realizarlos siendo un

factor clave.




El resultado de no inhibicion de crecimiento con las diversas series sintetizadas y
grupos funcionales evaluados, era esperable, dado que si bien muchos arilpirazoles son
destacados por su actividad fungicida, debemos especificar que los compuestos que tienen
esta actividad frente a fitopatdgenos son en su mayoria aquellos que presentan en la posicidon
4 del anillo pirazélico, grupos carboxamida junto a otros heterociclos, actuando a nivel de la
cadena respiratoria en las mitocondrias [76], [77]. Nuestros arilpirazoles no poseen estos
grupos funcionales ni esta estructura a diferencia de la serie 10 a-f que tiene precursores de
estos, podria considerarse, ya que tiene el grupo carboxamida en posicidon 4 pero no poseen

heterociclos a continuacién, aunasi no mostro inhibicidn de las cepas ensayadas.

Conclusiones

De los tres compuestos seleccionados (7a, 7b, 7c) evaluados en su actividad in vitro
mediante un cribado por aplicaciéon tépica en S. frugiperda a 20 ppm, dos de ellos, el
tratamiento A (7e) [5-amino-1-(2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil)-1H-pirazol-4-carbonitrilo] y
tratamiento B [5-amino-1-(perfluorofenil)-1H-pirazol-4-carbonitrilo](7c) mostraron actividad
insecticida, principalmente el tratamiento A y luego B, con valores p (3.3x10" de A,

comparado con 2.2x10” de B).

En referencia a T. absoluta, los bioensayos de no preferencia por ingestion
demostraron que los tratamientos 2 y 3 correspondientes a los compuestos (7e y 7a)
resultaron los derivados activos a 500 ppm frente a este microlepiddptero. El fipronil impidio
el consumo de la lamina del foliolo de Solanum licopersicum (tomate) por las larvas de T.
absoluta, mientras que los T3 y T2 redujeron notoriamente el dafio y/o consumo de dicho
foliolo con respecto al control. Los restantes tratamientos (T1 y T4) presentaron dafios

similares al control.

Los compuestos ensayados, correspondientes a las series 7a-f; 10a-f; 12a-f y el
comercial fipronil no mostraron actividad frente a los diversos hongos ensayados, los
fitopatogenos Alternaria sp., C. kikuchii; C. Sojina, Fusarium sp., Aspergillus niger, y al hongo

saprofitoTrichoderma sp.
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En el presente trabajo de tesis se realizaron estudios en diversas areas que incluyen las
Ciencias Quimicas en cuanto a la sintesis de moléculas de nucleo pirazdlico, su purificacidn,
identificacion y caracterizacion; y las Ciencias Bioldgicas a través de bioensayos de actividad
insecticida y fungicida en diferentes modelos bioldgicos, incluyendo la comprensién del

impacto de las moléculas ensayadas en el ciclo de vida de los seres vivos estudiados.

Se logré satisfactoriamente poder alcanzar los objetivos e hitos de evaluacidon
propuestos para la tesis doctoral. En primer lugar, respecto al objetivo central de sintesis de
una serie de 5-amino-1H-1-arilpirazoles basados en fipronil, se postuld la sintesis de una serie
de pirazoles a partir de arilhidracinas (4a-f) y una sal de enolato [etilcianopiruvato de potasio
(3)] que no se logrd sintetizar (serie 5a-f, capitulo 1); por lo cual se propuso otra via alternativa

para obtener 5-amino pirazoles y continuar con los estudios planteados.

A partir de reactivos comerciales, se sintetizaron y obtuvieron satisfactoriamente dos
series 7a-f y 9a-f (de siete compuestos quimicos cada una, capitulo 1). El grupo 7a-f (5-amino-
1H-1-arilpirazol-4-carbonitrilo) posteriormente se transformé a amida en la posicion 4 del
anillo pirazol originando la serie 5-amino-1H-1-arilpirazol-4-carboxamida (10a-f, capitulo 2). La
otra serie inicial de 5-amino-1H-1-arilpirazoles (grupo 9a-f) se funcionalizé en la posicién 4 del
anillo pirazodlico, originando la serie 5-amino-[4-(trifluorometil) sulfinil]-1H-1-arilpirazoles (14a-
f, capitulo 2) con el grupo sulfinilo en la posicién 4 respectivamente, con 7 compuestos cada
una. Esta ultima serie es la que mas se asemeja al principio activo del producto comercial

fipronil.

Las reacciones presentaron regioselectividad, las moléculas sintetizadas fueron
caracterizadas por espectroscopia de resonancia magnética nuclear, cromatografia gaseosa,
espectrometria de masa y demas herramientas analiticas disponibles. Los rendimientos en
general, fueron coincidentes con los reportados por la literatura (en el caso de las moléculas ya

registradas).

Es de distinguir el desarrollo y la modificacion de las variables para lograr poner a
punto la técnica de sulfinilacién (capitulo 2) incorporando el grupo funcional sulfinilo [-S(O)CF;]
en todas las moléculas de la serie 9a-f, y lograr rendimientos superiores en varios casos, a los
reportados en la literatura y también originar otras moléculas para evaluar y potenciar la

actividad bioldgica buscada.




Por otro lado se logro obtener un testigo de Fipronil a partir de la purificacién del
comercial CLAP®, lo cual fue esencial para los bioensayos y se logré comparar la eficacia de los

compuestos sintetizados respecto al comercial aplicado y tan cuestionado por su toxicidad.

Respecto las series sintetizadas, todas fueron ensayadas para determinar su actividad
fungicida junto a fipronil®, en los hongos fitopatdégenos Alternaria sp., C. Kikuchii, C. Sojina,
Fusarium sp., A. niger ATCC, y el sapréfito Trichoderma sp. Por otro lado, de la serie 7a-f
sintetizada, se seleccionaron los compuestos 7a; 7c y 7e y se evalud su actividad insecticida
frente al lepiddptero S. frugiperda. Asimismo, los compuestos seleccionados 7a; 7b; 7c; 7e se
evaluaron frente a T. absoluta como insecticidas. Como resultado de estos bioensayos, se
encontré que dos moléculas sintetizadas (7e y 7c para S. frugiperda; 7a y 7e para T. absoluta)

en cada caso, presentaron muy buena actividad insecticida comparada con fipronil.

Tal como se menciond en el capitulo 3, es de destacar, que entre los compuestos
activos, resulté mas sorprendente la actividad insecticida demostrada por el compuesto 7a, ya
gue es altamente efectivo y sumamente sencillo de sintetizar a diferencia de fipronil. Resulta
esto relevante, en el sentido de que el compuesto 7a, que presentd un rendimiento del 93%,
no posee atomos de cloro u otros haldgenos en su estructura, siendo menos téxico, y su

sintesis es a partir de reactivos comercialesy de bajo costo.

Estos resultados sumados a que los compuestos ensayados presentan actividad
translaminar y/o sistémica, asegurando el ingreso en el mesdfilo de cultivo a proteger y su
efectividad, prometen estudios complementarios de toxicidad y eco-toxicidad para promover

su uso como sustituto de Fipronil frente a plagas agricolas.

Los ensayos bioldgicos para determinar actividades fungicidas o insecticidas se
realizaron de manera satisfactoria, tanto con lepidéptero como con microlepidéptero y hongos
fitopatdgenos. Asimismo es de destacar el trabajo en conjunto con bidlogos y entomdlogos del
CEPAVE de La Plata, y del PROIMI del CCT de San Miguel del Tucumdn. Las tareas
interdisciplinarias le permitid a la becaria participar personalmente en los bioensayos,
trabajando con los modelos bioldgicos en forma directa. Fruto de ello, se presentaron posters

en congresos y articulos cientificos fortaleciendo los vinculos entre las diversas instituciones.
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7a . 5-amino-1-fenil-1H-pirazol-4-carbonitrilo:Cristales blancos (84%); M.p. 138.5°C -
139.6°C (140.0°C - 140.5°C)";*H NMR [300 MHz (CDCl5)] & = 4.81 (s br, 2H, NH,); 7.40 - 7.55
(m, 5H, CH); 7.57 (s, 1H, CH); *C NMR[75 MHz]: & = 75.6 (C); 114.1 (C); 124.1 (CH); 128.8
(CH); 129.8 (CH); 136.9 (C); 141.2 (CH); 150.0 (C)). MSm/z (%): Calc. 184.07; encontrada:
185.0 [M+H]".
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7b. 5-amino-1-(4-fluorofenil)-1H-pirazol-4-carbonitrilo:polvoblanco (47%);
178.5°C - 179.8°C (177.0°C -178.0°C)*; *H RMN [300 MHz (CDCl5)] 6 = 4.61 (s br, 2H,
NH2); 7.19 - 7.26 (m, 2H, CH); 7.47 - 7.51 (m,2H, CH); 7.63 (s, 1H, CH); °F RMN
[300 MHz] & = -110.96 (s, 1F) *C NMR [75 MHz]: & = 76.1(C); 113.8(C); 116.8 -
117.1 (CH, Y = 23.09 Hz); 126.4 - 126.5 (CH, *J = 9.50 Hz); 132.9 (C); 141.3 (CH);
149.8 (C);160.7 y 164,0 (C, % = 250.34 Hz). MS m/z (%): Calc. 202.6; encontrada:
203. 0 [M+ H]".

M.p.

o)
©
"i‘ Chloroform-d
4 I
10 3 o~
E N
093 T
083 © ©
3 N
73 N
o I;H
206 3 — )
KT o) N
c___1 I~ M~
0.5 3 N ¢
043
033
3 -
023
013 ,
RE
2.03 247
]
e e o R o o o o e o o o o SN EIUCE
8.0 7.5 7.0 6.5 5.5 5.0

Chemical Shift (ppm)

98



0Lbl-—

—

1.00

Aysuay)

-100 -110 120 130  -140

-90

-20 -30 -40 -50

-10

Chemical Shift (ppm)

Chloroform-d

Wy
o«
—

oS

o~

—

<}

—
—

S}

o

—

[}

@D
o

o

_a

r~
o

o

<
o

Ausuaju)

o]
[=]

o

w
o

o

oy
o

S}

[ae)
o

<}

o™
o

S}

—
o

o

160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72
Chemical Shift (ppm)

168

99



JA

N

7.22,7.52,0.35 7.23,7.24,0.05
7.5,7.51,0.1

7.64,7.65, 0.84 : -
ﬁ se

4.62,4.63, 0.04
R

!

NN
w ol w ol

F1 Chemical Shift (ppm)

o
|l e
wl S

|
(=1

=

6.0 5.5

8.0 15 65
F2 Chemical Shift (ppm)

5.0 45

Ak

116.78, 7.25, 0.8

126.38, 7.52, 0.54

141.08, 7.65, 0.52
R

~J
o|

e oee
=1 -

3.0 75 7.0 6.5 " 6.0
F2 Chemical Shift (ppm)

A A

4.5

76.12, 7.65, 0.04

126.37,7.52, 0.28
14131,7.63,005 4

T 160.65, 7.52, 0.34
N 5

163.

" 164.19, 724,022

EEER
F1 Chemical Shift (ppm)

— = = = =
w B g B g
=1 =L

S| 'gl I°| T

K

e
5
=l

—
b
=1

0
3
F1 Chemical Shift (ppm)

— '_
o &
3l 3

|
=1

(%]
E=1
=1

8.5 8.0 7y 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45
F2 Chemical Shift (ppm)

4.0 3.5 3.

=1

100



39 P _FLUOR COMB 1 (0.017) Scan ES+

6.82e7
100. 203
&4
176 217
02 204 250 296 324 333132
ggs 337
164 22154, 233 245 325 348
152162 7 186192 201 ‘ 222 ‘ 6239‘ 251 262 266 2 ‘ 3472

0 !|| ekt | I.MM h |||| |HH ‘|‘||||\||I| MH‘HH M\H.Hll\|||l|lull‘M]HHHH|I|||I\|| ‘HHHM‘HIII|IH[\I] MI |||

150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

7c. 5-amino-1-(perfluorofenil)-1H-pirazol-4-carbonitrilo:Sélido blanco(63 %);
M.p. 135.4°C - 136.4°C; 'H RMN [300MHz (CDCl3)] & = 4.69 (s br, 2H, NH,); 7.73
(s, 1H, CH); *®F RMN [300 MHz] & = -158.95 (t, 2F); -148.58 (t,1F); -143.24 (d,
2F). ®C NMR [75 MHz]: & = 76.4(C); 113.1 (C); 143.4 (CH); 152.1 (C). No fue
posible asignar los demas carbonos correspondientes a esta molécula.HRMS ESI
[M - H]": Anal.Calcd. para CyoH3FsN, : 273.0194; encontrada: 273.0206.
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7d. 5-amino-1-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-pirazol-4-carbonitrilo:Sdélido

amarillo(67%); M.p. 156.9°C - 158.3°C(170.0°C - 171.0°C) % 'H RMN [300 MHz
(CDCl3)] & = 4.73 (s br, 2H, NH,); 7.67 (d, '/ = 8.91, 3H, CH);7.78 (d, ¥ = 8.36, 2H,
CH). **F RMN [300 MHz] & = -62.30 (s, 3F); *C NMR [75 MHz]: § = 77.2 (C);
113.6(C); 121.6 - 125.2(q, Y = 272.58 Hz, CF3; no fue posible asignar la otra
mitad del cuarteto); 123.9 (CH);127.2 (CH); 130.4 - 130.8 (g, % = 32.0 Hz); 140.0
(C); 141.9 (C); 150.0 (C). MS m/z (%): Calc. 252.0; encontrada:253. 0 [M+ H].
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7e. 5-amino-1-(2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil)-1H-pirazol-4-carbonitrilo:
Sélido blanco (47%); M.p. 163.5°C -164.8°C; 'H RMN [300 MHz (CDCl3)] & =
4.70 (s br, 2H, NH,); 7.72 (s, 1H, CH); 7.77 (s, 2H, CH). **F RMN[300 MHz] & =
-63.22 (s, 2F). ®*C NMR [75 MHz]: § = 75.4 (C); 113.4 (C ); (116.5, 120.1, 123.7,
127.3, q, 'J =273.58 Hz - CF3); 126.2 (CH); (133.8, 134.2, 134.7, 134.9, q, %J =
34.59 Hz - CF3); 136.7(C); 142.9 (CH);151.4(C). "H-"H COSY NMR (300 MHz,
CDCls) 8H/8H 7.77/7.77, 7.72/7.72, 4.69/4.69. 'H-*C HSQC NMR (300 MHz,
CDCls) 6H/8C 7.77/126.2, 7.72/142.9. *H-C HMBC NMR 8H/6C 7.77/75.4,
7.77/134.7, 7.77/136.7. HRMS ESI* [M + Na]*: Anal. Calcd. C;;HsCl,F3sN,Na+: 342.9736; encontrada:
342.9731.
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7f. 5-amino-1-(4-metoxifenil)-1H-pirazol-4-carbonitrilo:polvo amarillo oscuro
(68%); M.p. 148.4°C - 148.8°C (144.9°C -145.9°C)"; "H RMN [300 MHz (CDCl5)] &
=3.86 (s, 3H, CH,); 4.61(s br, 2H, NH,); 7.00 - 7.03 (d, YJ = 8.39Hz, 2H, CH); 7.37 -
7.40 (d, ¥ = 9.18Hz, 2H, CH); 7.60 (s, 1H, CH); *C NMR [75 MHz]: & =
75.5(C);114.2(C); 115.0 (CH); 126.1(CH); 129.5(C); 140.9 (CH); 149.9 (C); 159.9
(C). MS m/z (%): Calc. 214.08; encontrada: 215.0 [M+H]".
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45 och3 UPLC 1 (0.002) 1: SIR of 2 Channels ES+

100, 215 7.20e6
=
0 m/z

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

9a- T-fenil-1/4-pirazol-5-amino:CsHgN; aceite marrén 86%.PM: 159.191g/mol. /_ﬁ\
Mp:48 - 50°C'H NMR(300 MHz, CDCls, ppm)&: 3.87 (s, 2H, NH2); 5.58 (d, 'H, J=2.0 | N~ NH:2
Hz, H4); 7.32 (d, *H, J = 1.8 Hz, H3); 7.4-7-51 (m, 5H). 3C NMRS: 90.6; 123.9; 127.4; |

129.4; 138.6; 140.3; 144.7. COSY &: 3.8/3.8; 5.5/5.5; 5.5/7.4; 7.3/7.3; 7.4/7.4; 7.5/7.5.

HSQC 6&: 90.4/5.5; 123.8/7.5; 127.3/7.3; 129.3/ 7.4; 140.1/ 7.4. HMBC &: 140.1/5.5; T
144.8/5.6; 90.5/7.42; 123.8/7.37; 127./7.5; 138.5/7.5; 144.9/7.4°% .
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F2 Chemical Shift (ppm)
9F1-(4-metoxifenil)-1 /- pirazol-5-amino:CioH11N;0 cristales blancos _
86%.PM: 189.217 g/mol. Mp:87 - 88°C"" %% ' NMR(300 MHz, CDCl;, ppm)8: Nﬂ\NH \
3.81 (s, 5H, CH y NH,); 5.55 (d, 'H); 6.96 (dd, 2H); 7.36 (d, ‘H); 7.39 (dd, °H). **C N -
NMRS: 55.4(CH); 90.0(CH); 114.4(CH); 125.7(CH); 131.3 (C); 139.7 (CH); 144.7 (C); j
158.7 (C). COSY &: 3.81/3.81; 5.55/5.55; 6.96/6.96; 7.36/7.36; 7.4/7.4.HSQC &:
HMBC 6: 55.5/3.8;90.0/5.5; 114.4/6.9; 125.7/7.4; 139.7/7.36. 4
F Ch\umlfurmrd
' ' T‘U ' 5‘5 ' EIU ' Chemiaé\ s (ppm‘} 5,‘[] ' 4‘5 ' 4‘[] ' 3‘5
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10a-5-amino-T-fenil-1/4pirazol-4-carboxamida (C1oH10N,O).
PM:203,0931. M.P= "H NMR'[300 MHz (DMSO-dg)] & = 6.37 (s br, 2H, NH,);
6.85 (s, 2NH,); 7.37 (m, H, CH); 7.54 (m, 4H, CH); 7.90 (s, H, CH);**C NMR [75
MHz]: & = 97.5(C) ; 123.0 (CH) ; 127.0 (C); 129.3 (CH); 138.2 (C) ; 138.9 (CH) ;
149.2 (CH); 166.1
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70b- 5-amino-T-(4-fluorofenil) pirazol-4-carboxamida (C10H9FN,O)
PM:220.207 MP= 242-243.52C*"HNMR [300 MHz (DMSO-dg)] 6= 6.36 (s, 2H, NH,);
6.87 (sbr,1H, NH); 7.34 (t, 1J:0,03; 2H, CH); 7.43 (s br, H, NH); 7.56 (m, 2H, CH); 7.88
(s,1H, CH)"F NMRS = -110.83. *C NMR [75 MHz]: 6§ = 97.4(C ); 116.0-116.3 (CH
1)=23Hz); 125.5-125.6 (CH, =9.15Hz); 134.6 (C); 139.0 (CH); 149.4 (C); 159.1-162.3
(C, *)=244Hz); 166.15
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F2 Chemical Shift (opm)

10c- 5-amino-T-(perfluorofenil)-1/4*pirazol-4-carboxamida (CyoHsFsN40)
PM:292.04 *H NMR [300 MHz (DMSO-dg)] 6= 6.62 (s, 2H, NH,); 6.89 (s br,1H,
NH); 7.40 (s br, H, NH); 7.97 (s,1H, CH).”’F NMR & = -145.6 (d,2F, J=18.4Hz); -
153.5 (t, 1F, J=22.7Hz); -162.25(t,2F, J=20.4Hz). **C NMR [75 MHz]: § = 96.0 (C );
112.9 (CH); 135.7(CH); 141.3 (CH); 145.9 (CH); 151.9(C); 165.5 (C); No fue posible
asignar los demas carbonos correspondientes a esta molécula.
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10d-  5-amino-1-(4-(trifluorometil)fenil-1/-pirazol-4-carboxamida
(Ci1HsF3N40) PM: 270.215 gr/mol.*H NMR [300 MHz (DMSO-d)] 8= 6.6 (s,
2H, NH,); 6.91 (s br,1H, NH); 7.45 (s br, H, NH); 7.86 (cuat,4H, CH, YJ=8.77 Hz,
’J=8.43). "F NMR & = -60.82(s,3F) *C NMR [75 MHz]: 6 = 97.9 (C ); 122.2
(CH); 122.9(CH); 125.8 (CH); 126.5 (CH);126.9 (CH);139.8(C); 141.6(C);149.8
(C);165.9 (C).
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10e:  5-amino-T-(2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil)-1 /4 pirazol-

4-carboxamida(CyH,Cl,FsN,0) PM: 339.104gr/mol. '"H NMR [300 MHz
(DMSO-dg)] 6= 6.48(s, 2H, NH,); 6.83 (s br,1H, NH); 7.38 (s br, H, NH); 7.93
(s, H, CH); 8.18 (s,2H,CH). F NMR & = -61.38 (s,3F) *C NMR [75 MHz]: & =
95.7 (C ); 124.3 (C); 126.3 (CH);131.8 (C); 132.3 (C); 136.2 (CH); 136.7 (C);
140.4 (CH); 150.8 (C); 165.9(C).
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10f 5-amino-T-(4-(metoxifenil)-1/4-pirazol-4-carboxamida (C;3H1,N40) PM:
232.242 gr/mol. *H NMR [300 MHz (DMSO-dg)] 6=3.79 (s,3H,CHs); 6.21 (s, 2H, NH,);
6.82 (s br,1H, NH); 7.06 (d, 2H, CH, YJ= 7.20Hz); 7.40 (d, 3H:2 CH, J=7.20Hz,1H,NH).
3C NMR [75 MHz]: & = 55.4 (CH;);97.2 (C); 114.5 (CH); 125.1 (CH); 131.1 (C); 138.5
(CH); 149.2 (C); 158.2 (C); 166.2 (C).
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T4a- 5-amino-1/Tfenil-4-((trifluorometil)sulfinil) pirazol: CiHsFsN30S. *H
NMR [300 MHz (CDCl5)] & = 5.11 (s br, 2H, NH,); 7.50 (m, 5H, CH); 7.56 (s, H, CH).; *°F NMR
[300 MHz] & = -74.88 (s, 3F); *C NMR [75 MHz]: § = 91.5(C) ; 118.9 ( C) ; 123.4 (CH);124.3
(CH); 127.7 (CH); 128.9 (CH) ; 129.9 (CH); 132.2 (C); 136.4 (C); 138.8 (C) y 148.2 (C).HRMS
Calc: 298.0232Na+, encontada:298.0243 [M + Na]*
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plern 3-0-5-6 | plem_3-4-5-5

Analysis List Spectium Wiew - plem 3-1-56.0 &
- By, pem_3£54d mﬁr‘;‘ 5, & 75 Gmin 2523531 | -
5 M Chromatooroms wan 138243
el ), BFC +AIME a5
e 1. BPCAIMS Espectro experimental
[, TIC+21 MSa
Ik &
A 4 Simulats kotopie Ratrarm |
[TE
M| izeusr omuia: | SapHaF a5,y
Charge: 1 lM*fﬂu -
neutral miz
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- = E= 25 298 30 302 ED) 6 0Bz
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[ ] [ semte ] [ woneel ] [ b | 1+ T e a0 B, Wi, 98,0030 -
2980232
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000288 1
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Analysis List Spectrum View - plem 315 5.4 =
- P, pen 34564 Tntere, IS, 8.7-5.8min 7522531 +
= L. Chunsograns i e
E
{ SmartFormula Manually [E=SEEC|
Dl E | Lower formuia: |CoFoNay S,
A o
[ €50, FIn,baln, S ln
Hote: for m £ 2070 the elenents €, H, N, and 0 are monsidered mplicitly.
Adducts, P, pin = [T Colect adsucts
Adducts, neg. ppay - 269.0267
. | xosam woen
Measured miz | 2580242 Tderonce: 5 pom v Cherge: 1 = . 1 A , , b=
196 8 300 302 04 306 mfz
Meas.myiz & Ion Formua miz o7 jprm] msigma ssgma scee rch e[| EntMS L
1 CHOHEFINIHa08  J9E.0232 6 .- g o &
2 CmlFaEE  mRoE 4 I OTERTE OS5 e m C1oHIF g0 50, Mz, 288.0253 | ~
I CHIFHENEDZS  T9R02HE 03 118 3o 15 ey Ja8.073
q " | o
[7] Autorvatically locate monaisciope peak  Maximum rumber of formulaz 500
[o#] Cheeck: rings plus doubie bonds Minimum 0.5 Maxinum 47
Eeciron configuration e v
[ Filles HIE cementcatin Mk : Hm - 1+ =
[#]Filtes K dement ratin Irimum HiC: o i HAC: 3 TH0ES 14
|#] Estimat= cerban mmter || Gererate mmeda =y xo)'-'ims 5
| copy to SwartFermua Parameters w Pattein =4 =2 e L e 05 mfa
A\Boemls Lstuandows: 1

14b- 5-amino-1/-1-(4-Ffluorofenil)-4-((‘trifluorometil)sulfinil) pirazol

C1oH7F4N30S. *H NMR [300 MHz (CDCls)] & = 5.06 (s br, 2H, NH,); 7.22 (t,
2H, CH); 7.50 (c, 2H, CH, YJ=7.4; %J= 7.2Hz.; **F NMR [300 MHz] & = -75.10 (s,
3F), -111.06 (s,1F); *C NMR [75 MHz]: & = 91.5(C) ; 118.9 ( C) ; 123.4
(CH);124.3 (CH); 127.7 (CH); 128.9 (CH) ; 129.9 (CH); 132.2 (C); 136.4 (C);
138.8 (C) y 148.2 (C).HRMSCalc: 316.0138Na+, encontrada:316.6124 [M +
Na]*
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iens. plem_7-8-8-10.0: +M5, 28.6-26.7 min #1690-1693
108
. 2422830
ESP'EC"O‘ experlmental
20
15
306.2554
10
054
3160124 3532653 413 3647
3812965 3932954
3381268
on il . L i — L ] i | : il 1 . |
240 260 280 300 320 340 380 280 400 mz
Analysis List Spectrum View - plem _7-8-3-10d
FI L, plem 129104 e SMS, 25,528, Fmin # 1590- 1€
M. Chromaegzms q’go FlEgLE
[ 1\, [EPC -l M5 :
B BRCAIMS .
&1 1. Compaund Spocta aso Espectro experimental
g M5 070 Bmin 23545
), CIDH7FANZDIS] Menla 316 100
]
Simulete Ligtopic Patlem L
Molendor formutss . gHyFoNg2, 5, |
Chorge: 1 M 3170154
reutrdl iz 3380103
Monesotenc: 293,024536 516.015515
5is s 3l7 338 i3 a2 P
S 9 o 16,2008 e M5 FllneMs [ FrapmentMs W
Nominals 293, C000I0 316.000000
Width (FHM): .09 [ ftens 2000 2] . AT a0 151, MG, 3160
| Replace smolated mzes spectrum 380138
[Coc ) [ woy | [cand | [ hHeo | Espectro simulado
1000
00 1+
3T 0164 14
318.0111
© A
31= 315 316 317 318 319 3 21 1
L A P ey
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Analysis List Spectrum View - plem_7-8-0-10.d

A Mk, olem_T-8910d Ty M5, 28,5-28, 7MIn F1690-1693
=) fL, Chromatogmms ’120 35814
%] ., [BPC+AIME =
SmartFormela Menually e
Lawer formula: |F Na,S,Cq Genzrate
Upger formua: Helo
CEn,Fan,Naln,51ln i
Mate: farm = 2000 the elements C, H, M, and O are conadered impicty,
Adducts, pos. |+ * DlColket coducts
70154
A 5, N0 4 -
doucis, neg. M4 3i8.010%
Mezswredmfz  318.0424 Tokrance: 3 pEm v Change: " T T
36 37 3% B am 2 mz
Fr. M W
Meam.mjz  # lonFormuia [ ————| | "
315012¢ | CIOHTFNTIE0S 3160138 4.9 9 1L 9202 6 E
I OCEHEFHIMNA2DS  Ji6.0114 .2 112 2 ibdaon 3 1+ CyoH7FaNg0 5y, Mnla, 2180135 »
3150138
. i +
|| mutomatically locste monoisotocic pesk  Masimum numbsr of formulee (=)
[7]Che dt ringa pl.s soule bonds Minimum 0.5 Medmum 2
Electren configuraton = 1-]
[¥]Fiter HiC dlamentrato  Mnmum HC: Maxinum HiC: 3
14+
[7]Estmate carbon rumber 7] Generate immediately T84 "
318,011
Capy o Sear tFarmia Parameters Show Pattern 2 | z
3i6 37 348 Jia am 2 miz
l-rl *[5 LVTHS w Jna*‘Eug Axzs [ CwerlayDetails  LetVandows: 1 ¥

14-C- 5-amino-1/-1-(perfluorofenil)-4-((trifluorometil)sulfinil) pirazol
C10H3FsN30S. *H NMR [300 MHz (CDCl3)] & = 5.06 (s br, 2H, NH,); 7.22 (t, 2H, CH);
7.50 (c, 2H, CH, Y=7.4; %)= 7.2Hz.; **F NMR [300 MHz] & = -75.10 (s, 3F), -111.06
(s,1F); *C NMR [75 MHz]: & = 91.5(C) ; 118.9 ( C) ; 123.4 (CH);124.3 (CH); 127.7 (CH);
128.9 (CH) ; 129.9 (CH); 132.2 (C); 136.4 (C); 138.8 (C) y 148.2 (C).HRMSCalc:

387.9761 [M+Nal*, encontrada:387.9761

Intens. |

plem_3-4-5-6.0; M5, 21

x105
B 353.2671
Espectro experiment
204
3811977
15+
104
393.2097
3878761
054
437.2360
3252328 413.2677
3163214 341.2664
443.3340
| 368.4245 | ‘ 419.2753 463.3040 473.3466
0a | |||I | Ll |I|||||l ]l\‘ll\ll IJIJILLL \||\ Illul ]wll]\l.JlalL‘llw‘ L. I|L\l‘ ‘J.
320 340 360 380 400 420 440 460 48
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Analysis Lisz

Specoum Yiew - plem 3-4-5-6.d

B Mk, dlom_ 34564 Iniens, WS, 28520, Imin #1€87.1717]
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I /L. BPC +A M5 5
Il . BPC A MS .
I 1L TIC oAl M Espectro experimental
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[ penare simiated mass spectun 1+ LeHaF g0 5, Ptz
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[ soply | | cencel | | o | )
Espectro simulado
L
IEE
1003
500 1+
3889787 Lt
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o
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F+E o Wus w ndividusl Asez ] Overlsy Detsia  ListWindows: 1 2
I v froverad hust 1
Analysis List Spectrum Yiew - plem_3-4-5-6.d
& By, plem_34554 Intena, +MS, 78,529, I 21687-1747
< e Chrmatogreme o
& /1. BPC sAIMS 13
A RBCALN L -
| smartFormula Manually o
3
Lowe formula: |Fya. oSy
Upper formula: Help 052007
C&n, Fdn,Nain ELn
BT STEL
MNote: fior m < 2000 the gemais €, H, W, 2nd O are mnadered iImplicty,
Adduets, pos. gy + [Clcolect adducts
FEh.asm 334.2121
Adducts, neg. .y - 335.2957 333,::33 B 100
Measwredmfz 3379761 Toleram=: & ppm * Charge: 1 235 =) E e 309 m
BlFragmant s v
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379761 1 CMHIBNINaOS  387.9%1 3.2 1 100.00 6.5 " Cr o aHa0 B e, Minlia, 387.5761
I CEHOFINNadS 3879758 [ERETE] Z 7% LS o
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l [T | 3
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/i EH
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ForHelp, press FL

v [\ owerad just [

Ramina HPC Zalibration

14d- 5-amino-1/4(4-trifluorometilfenil)-4-((trifluorometil)sulfinil) pirazol

Ci1:H7FN30S. *H NMR [300 MHz (CDCls)] & = 5.17 (s br, 2H, NH,); 7.61 (s, H,
CH); 7.72 (d, 2H, CH, YJ=8.57); 7.79 (d,2H,CH,%J= 8.57Hz); *°F NMR [300 MHz] & = -
75.10 (s, 3F), -111.06 (s,1F); *C NMR [75 MHz]: 6§ = 92.2(C) ; 121.1 ( CH) ; 123.4
(CH);124.1 (CH); 125.3 (CH); (127.1; 127.2 YJ=3.69 y %J= 4.2Hz (CH)) ; 127.8 (CH);
((130.0; 130.5 J=33.3Hz, 130.9;131.4 Y= 33.3Hz (C)); 139.4 (CH); 139.7(CH); y
148.5 (C).HRMS Calc: 344.0287 [M + Na]’, encontrada:344.0294
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Intens. plam_7-8-9-10.d: #MS, 20.2-20.dmin #1186-1196
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14e- 5-amino-TH-(2,6-dicloro-4-trifluorometilfenil )-4-

((trifluorometil)sulfinil) pirazol
C1:HsCl,FgNs0S. *H NMR [300 MHz (CDCl5)] 6 = 5.17 (s br, 2H, NH,); 7.61
(s, H, CH); 7.72 (d, 2H, CH, YJ=8.57); 7.79 (d,2H,CH, %= 8.57Hz); *°F NMR [300
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MHz] & = -63.33 (s, 3F), -75.40 (s,3F); *C NMR [75 MHz]: & = 92.2(C) ; 121.1 ( CH) ; 123.4
(CH);124.1 (CH); 125.3 (CH); (127.1; 127.2 Y=3.69 y %= 4.2Hz (CH)) ; 127.8 (CH); ((130.0; 130.5
1)=33.3Hz, 130.9;131.4 = 33.3Hz (C)); 139.4 (CH); 139.7(CH); y 148.5 (C).HRMS Calc: 433.9327
[M+Na], encontrada:433.9321
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SmartFormula Manually =) i
M| Loer formua ClI-F Na, G5, Generats
E
Upper formua: Help
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435,908
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Beciren configuration [
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@ A Hims s Indniduzl Axes [T Qverlay Detals  Listwindows: 1 5
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14F 5-amino-TH-(4-metoxifenil)-4-((trifluorometil)sulfinil) pirazol

C11H10F3N30,S. *H NMR [300 MHz (CDCl5)] 6 = 3.37(s, H, CH); 4.98 (s br, 2H,
NH,); 7.03 (d, 2H, CH, J=7.85); 7.39 (d,2H,CH, %= 7.85Hz); 7.56(s,H, CH)."F
NMR [300 MHz] 6 = -63.33 (s, 3F), -75.40 (s,3F);"°C NMR [75 MHz]: 6 =
55.1(CH) ; 91.4 (C); 115.0 ( CH) ; ((118.0; 123.4;127.8 J=335.2Hz, *J= 335.2Hz
(C)); 126.2 (CH);129.0 (C); 138.5 (CH); 148.2(C) y 160.0 (CH).HRMS Calc:
328.0338 [M+Na]", encontrada:328.0338
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