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CAPÍTULO 3
3. EL BUTÓXIDO DE PIPERONILO.

El butóxido de piperonilo (PBO; Piperonyl butoxide) es un conocido sinergista de los insecticidas y ha sido ampliamente utilizado en insecticidas de uso agrícola, veterinario y doméstico (29), e incluso existen referencias de otros usos como sinergista de ciertos grupos de herbicidas (15). Si embargo, la principal aplicación de este compuesto ha sido su mezcla con insecticidas piretroides, aplicación donde expresa su mayor potencial hasta el momento (7,17). No obstante, a pesar de su prolongada historia de uso y de su extensa aplicación en el control de plagas, lo que se conoce respecto a otras posibles aplicaciones prácticas del PBO es, comparativamente, muy poco.
3.1. Generalidades.
A finales de la década de 1930, el incremento del tráfico aéreo entre los Estados Unidos y países tropicales facilitó la aparición  problemas sanitarios en los Estados Unidos debido a las deficiencias de las medidas cuarentenarias de la época, principalmente en lo referente a la malaria y otras enfermedades trasmitidas por insectos (29).   Este hecho motivó a que los investigadores de la época movilizarán sus esfuerzos para encontrar una solución a estos problemas que ya amenazaban con volver convertirse en endémicos después de que se los había considerado  como erradicados. 

A comienzos de la década de 1940, el piretro (extraído a partir del Crisantemo, Chrysanthemun cinerariaefolium), era considerado como un insecticida estratégico para el control del mosquito y otros insectos vectores de enfermedades (29). El piretro era producido mayoritariamente en Japón y en África oriental que se encontraba en desarrollo, pero debido a la posibilidad de que las importaciones de piretro desde el Japón se vieran interrumpidas debido al ingreso de este país en la Segunda Guerra Mundial, fue necesario tomar medidas preventivas para evitar la potencial crisis sanitaria, puesto que las reservas de piretro locales y la producción de África oriental no eran capaces de abastecer la demanda de los programas de salud en marcha (29).
La medida tomada fue orientar las investigaciones hacia incrementar la eficiencia de los métodos de aplicación de insecticidas, descubrir nuevas compuestos que puedan sustituir al piretro como componente principal de los programas de control y  desarrollar compuestos que permitan mejorar el desempeño del piretro, posteriormente a este tipo de compuestos con baja o ninguna acción intrínseca se los denominaría como sinergistas (29).

Entre 1938 y 1941, 75 patentes fueron asignadas, solo en los Estados Unidos, a 1400 compuestos naturales o sintéticos considerados como sustitutos, activadores o sinergistas del piretro. En 1940, C. Eagleson patentó el uso del aceite de sésamo (Sesamum indicum) como sinergista o “activador” de  los insecticidas piretroides (29). Posteriormente, la Oficina de Entomología y Cuarentena del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos se interesó en el descubrimiento de Eagleson y fraccionó el aceite de sésamo en sus componentes moleculares; estos componentes fueron probados y hacia 1942 se determinó que dos de estos componentes presentaban efectos sinergistas cuando eran mezclados con el piretro. Uno de estos componentes era la sesamina, la cual fue seleccionada para posteriores estudios debido a que sus características físico-químicas facilitarían su utilización comercial (29).

Finalmente, Herman Wachs en 1947, sintetizó el Butóxido de Piperonilo, compuesto relacionado con la sesamina, pero que poseía características que le permitían incrementar su eficiencia y que facilitaban su uso comercial (29). Actualmente, el PBO es sintetizado a partir del aceite de sasafrás, utilizando el mismo procedimiento descrito por Wachs en 1947 (2). 
En la Figura 3.1 se muestra la estructura química del Butóxido de Piperonilo, y a continuación,  en la tabla 4 se muestra un resumen de sus principales propiedades químicas.
FIGURA 3.1

ESTRUCTURA MOLECULAR DEL BUTÓXIDO DE PIPERONILO*
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*En rojo se muestra el grupo Metiléndioxifenil (Safrol)
TABLA 4

	PROPIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS DEL PBO

	Nombre IUPAC:
	2-(2-butoxietoxi)etil 6-propilpiperonil éter               

	Fórmula empírica:
	C19H30O5

	Masa Molecular:
	338.43

	Densidad:
	1.057 g·ml-1
	A 25ºC

	Punto de Ebullición:
	180 ºC
	A 1 mmHg

	Presión de Vapor:
	<1x10-7 mmHg
	A 25 ºC

	Solubilidad en agua:
	14.3 mg·l-1
	A 25 ºC

	Solubilidad en solv. orgánicos:
	Altamente soluble 

	Coeficiente de partición
Octanol : Agua 
	4.75
	(log Pow)


Modificada. Di Blasi, G. 1998. A Review of the Chemistry of Piperonyl Butoxide. 1998. 
Además, es importante notar que la estabilidad del PBO es muy alta respecto al tiempo y la temperatura (9). No obstante, cierta inestabilidad a la luz solar (especialmente a la radiación Ultravioleta) ha sido reportada (18).
Por otra parte, el comportamiento del PBO en el ambiente ha sido también objeto de extensos estudios. Estos estudios han estado orientados principalmente a determinar el destino del PBO y de sus productos de degradación en la naturaleza. Como resultado se ha determinado que el PBO se descompone rápidamente cuando es expuesto a la luz ultravioleta y la radiación solar cuando se encuentra en presencia de oxígeno, pero sus productos de descomposición son disipados hasta niveles en los que no producen impacto al ambiente (2). No obstante, en ausencia de estas condiciones (lo cual habitualmente no ocurre en la naturaleza), el PBO es capaz de persistir en el tiempo; este hecho le confiere al PBO la propiedad de descomponerse en ambientes naturales, con la consecuencia de reducir su impacto ambiental, y permanecer activo bajo las condiciones en las que se necesita que permanezca de tal forma (e.g. almacenamiento de granos, tratamiento de maderas, horizontes profundos del suelo) (2).
En lo que respecta a la toxicología del PBO, numerosos estudios han sido desarrollados para determinar el nivel de seguridad de uso en sus distintas aplicaciones (8). El PBO ha demostrado ser prácticamente inocuo para el ser humano a concentraciones muy superiores a las que normalmente este puede estar expuesto (8). En el ser humano, la mayor parte del PBO es metabolizado a partir de cuatro sitios de ataque principales: el anillo metiléndioxi, el anillo fenílico, la cadena lateral propílica y la cadena lateral 2-(2-butoxietoxi)etoximetílica y rápidamente excretado a través de la bilis, orina y heces; mientras que otra porción menor es acumulada en el tejido adiposo (8). 
En animales de ensayo se han detectado algunos efectos tóxicos en estudios a corto y largo plazo. El principal órgano en el cual se acumula el PBO una vez absorbido es el hígado, donde se ha observado hipertrofia, hiperplasia, modificaciones en los hepatocitos; además, en algunos de los casos en los que se ha observado mortalidad, esta ha estado asociada a efectos tóxicos hepáticos severos (3). 
En estudios teratogénicos y mutagénicos realizados con PBO no se han observado efectos adversos en la fecundidad, y gestación de los animales de ensayo (principalmente ratones, ratas y conejos), con excepción de los casos en que niveles de exposición exageradamente elevados fueron evaluados, en donde el único efecto observado fue la reducción del peso de las cría al nacimiento y destete (3). Tampoco se han observado efectos mutagénicos significativos (3).
Finalmente, uno de los aspectos más estudiados de la toxicología del PBO ha sido sus posibles efectos oncogénicos. A este respecto, numerosos estudios han señalado que cuando el PBO ha sido administrado a dosis elevadas y por tiempo prolongado se pueden producir tumores hepáticos malignos. No obstante, no se ha reportado evidencia estadísticamente significativa de que la causa de este efecto este relacionada con la genotoxicidad del PBO (3).
En la Tabla 5 se puede observar un resumen de las dosis letales medias calculadas en varios animales de ensayo para determinar la toxicidad aguda del PBO.

TABLA 5
	VALORES DE DL50 PARA TOXICIDAD AGUDA DEL PBO

	Especie
	Vía
	DL50 ó CL50                           (g/Kg peso vivo)
	Referencia

	Ratón
	Oral
	4.0
	Negherbon (1959)

	Ratón
	Oral
	8.3
	Draize et al. (1944)

	Rata
	Oral
	1.57 (♂) 

7.22 (♀)
	Gabriel (1991a)

	Rata
	Oral
	8.0-10.6
	Sarles et al. (1949)

	Rata
	Oral
	12.8
	Lehman (1948)

	Rata
	Inhalación
	>5.9*
	Hoffman (1991)

	Rata
	Subcutánea
	>15.9
	Sarles et al. (1949)

	Conejo
	Oral
	2.7-5.3
	Sarles et al. (1949)

	Conejo
	Dermal
	>2.0
	Gabriel (1991b)

	Gato
	Oral
	>10.6
	Sarles et al. (1949)

	Perro
	Oral
	>8.0
	Sarles et al. (1949)

	*[g·l-1 de aire]


Tomada de Breathnach R. The Safety of Piperonyl Butoxide. 1998
3.2. Relación entre el Butóxido de Piperonilo y las enzimas Citocromo P-450.

Desde hace más de 35 años se han venido realizando investigaciones para esclarecer la relación existente entre el PBO y las enzimas Citocromo P-450; no obstante, hasta el momento no existe información concluyente respecto a los mecanismos a través de los cuales el PBO ejerce su efecto  sobre el Citocromo (19). 

Por otra parte, un hecho que ha sido bien documentado y aceptado es que el PBO puede actuar como sustrato, inductor e inhibidor de este tipo de enzimas (19); hecho que se conoce como Respuesta Bifásica. La Respuesta Bifásica no ha sido observada únicamente en el caso del PBO, sino también en muchos otros compuestos Metiléndioxifenil (MDP) y xenobióticos. 
La Respuesta Bifásica en el PBO, se caracteriza por una rápida reducción del nivel de actividad del Citocromo, seguido por un lento aumento de la misma por encima del nivel inicial y finalmente una recuperación del nivel normal (19). Es importante anotar que la magnitud de la inhibición y del estímulo no siempre son iguales; esta diferencia en los efectos en ocasiones se incrementa o disminuye dependiendo de la isozima P-450 evaluada, evidenciando cierta especificidad parcial (19).
A pesar de que especificidades como la mencionada en el párrafo anterior han sido reportadas, de forma general, se considera que el PBO presenta efectos muy similares en la mayoría de las isozimas P-450, lo cual también ha sido documentado ampliamente (19); de forma que, más que considerar especificidad, se debe considerar la preferencia del PBO por determinadas familias de isozimas P-450 (19).
Finalmente, a pesar de que el mecanismo de inhibición inducido por el Butóxido de Piperonilo sobre la actividad del Citocromo P-450 aún no esta completamente dilucidado se ha logrado conocer ciertas características de este mecanismo. Primeramente, se sabe que el PBO actúa inicialmente como substrato para el Citocromo, para luego desarrollar su acción inhibitoria; no obstante, la relación entre el butóxido de piperonilo y el Citocromo no se ajusta a una relación enzima-sustrato convencional (19).

Por otra parte, se sabe que debido a la actividad del Citocromo sobre el PBO, se produce un metabolito intermediario con propiedades inhibitorias muy estable, que es realmente el responsable de la reducción de la actividad del Citocromo (19).

Finalmente, en 1979 Dahl & Hodgson plantearon una hipótesis para explicar el mecanismo de la inhibición in vivo del PBO sobre el Citocromo, pero dicha hipótesis aún está en espera de validada debido a que no se ha podido detectar la formación de una especie química sumamente efímera, la cual representa uno de los fundamentos teóricos de la hipótesis. Esta hipótesis será más ampliamente referida en la sección 3.3. 
3.3. Mecanismo de acción y Aplicaciones.
Sin duda que la principal aplicación del PBO ha sido el aprovechamiento de su efecto sinergístico de la acción de los insecticidas, especialmente los piretroides (7,17). Debido a esto, la mayor cantidad de información relacionada con el PBO se encuentra referida al campo del control de plagas; por lo que la descripción de su mecanismo de acción será abordada en este sentido.

Primeramente, es necesario definir que el PBO no posee una acción insecticida per se, sino que produce un efecto que reduce la capacidad de respuesta del insecto ante la acción del insecticida; es decir, el PBO no posee un efecto aditivo sobre la acción de los insecticidas, sino que posee un efecto sinergista  sobre estos (28).
El beneficio obtenido de adicionar PBO a formulaciones insecticidas es la inhibición de los sistemas de detoxificación del insecticida; de forma que, el insecto pierde su capacidad de reaccionar ante el compuesto tóxico, aumentando su susceptibilidad a este, incluso a concentraciones menores a las utilizadas convencionalmente (28). Este punto ha sido de particular interés en el manejo de plagas que exhiben incrementos en sus niveles de tolerancia; puesto que es posible frenar la selección direccional de este tipo de poblaciones al inhibir los mecanismos que permiten la supervivencia de los individuos resistentes (10).
Como ya se mencionó, el mecanismo mediante el cual el PBO ejerce su acción no está concluyentemente dilucidado; no obstante, la hipótesis mencionada en la sección 3.2 permite explicar muchos de los resultados experimentales hasta ahora obtenidos.

Según esta hipótesis, inicialmente el PBO entra en contacto con la enzima Citocromo P-450 responsable de la detoxificación del compuesto tóxico y actúa como sustrato de esta; posteriormente, debido a la acción de la enzima, el grupo Metilén del PBO del anillo Metiléndioxifenil es hidroxilado y posteriormente deshidratado; producto de la deshidratación se forma un carbeno, que es una especie química sumamente inestable con un período de vida muy corto, pero altamente reactivo; finalmente, este carbeno forma un complejo con el  Hierro del grupo heme del la enzima; este complejo formado (que además es muy estable) es quién impide que la enzima pueda continuar ejerciendo su acción detoxificadora sobre las moléculas del insecticida, de forma que este puede actuar libremente en el metabolismo del insecto (Figura 3.2)(19).

De forma que, en resumen, la función del PBO en las formulaciones insecticidas es eliminar los posibles obstáculos metabólicos que pueda presentar el insecto en su defensa para permitir la expresión de una mayor toxicidad aguda por parte del insecticida. No obstante, cabe mencionar que el PBO además de estar involucrado directamente en la formación del Metabolito intermediario inhibitorio, participa también en al menos otros 28 procesos metabólicos adicionales en los que el Citocromo también participa, y que probablemente pueden aportar algún efecto en la inhibición global del Citocromo (19).
FIGURA 3.2
MECANISMO DE INHIBICIÓN HIPOTÉTICO DEL PBO SOBRE EL CITOCROMO P-450
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Probable Mecanismo de Formación del Complejo Metabolito Inhibitorio durante la Oxidación del PBO por el Citocromo P-450 según Dahl & Hodgson
A pesar de que el mayor efecto sinergista del PBO se observa cuando es combinado con insecticidas piretroides, también existen efectos sinergistas cuando se combina con Carbamatos y Organo-Fosforados, aunque en menor medida (28). Otro factor que determina el nivel de sinergismo logrado debido a la adición de PBO a formulaciones insecticidas es la proporción en la que el PBO y el insecticida se mezclan (28); en este último aspecto, además de las consideraciones referentes a la eficiencia técnica, también participan consideraciones económicas para determinar la mejor estrategia de control a aplicar (28).
Finalmente, en lo que respecta a las aplicaciones prácticas del PBO, además de su extensivo uso en el control de plagas agrícolas, también ha sido utilizado ampliamente en el control de parásitos de animales de cría y humanos, así como también en los programas de control de vectores de enfermedades transmitidas por insectos en zonas urbanas. Algunas aplicaciones no tan difundidas (algunas aún están siendo evaluadas) del PBO son: potenciador de la acción de herbicidas, herramienta para la detección de pesticidas contaminantes en el agua y animales, potenciador de la actividad de los Benzimidazoles antihelmínticos y herramienta en el manejo e investigación de poblaciones de plagas resistentes. 






