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INTRÜÜUCCIÜN

I) CULINESTEHA ns: üEFINICIuN Y NUMENCLATURA

-Desde su descubrimiento y durante aproximadamente 40 años es colines­

tereses (ChE) han sido descriptes de muchas formas. (1,2 y 3)

Unadefinición que involucra sus principales cnrecterísticas es que las

-ChEson hierolesas que,bajo condiciones óptimas,catelizen la hidrólisis

de esteres de colina a una velocidad meyor que otros ésteres y cue son

inhibides por bajas concentraciones (lu-5M o menos) de eserina y de

compuestos organoFosForados (DP).

Conoen todas les definiciones hay excepciones,sobre todo en lo due se
refiere a la súsceptibilidad a inhibidores.Por ejemplo en el cerebro

nde rana , la hidrolasa presente Cumplecon los criterios para ChE,pero
no es totalmente inhibida por eserina eún en concentraciones de 10-4M.(4)

Esta falte de conformidad subraya un punto importantezLas ChEno son

idénticas en todas las especies.Ellas constituyen una familia de enzi­
mas que pueden clasificarse en dos amplios grupos,aquellcs que hidrolizan

preferentemente acetil-ásteres tales ceno acetilcolina (AChJy aeuellos
que prefieren otros tipos de ésteres comola butirilcolina (BuCh).

Nuevamenteesta división no es absoluta y es más aplicable a los mamí­

í’eros que a les otras especies. h

La denominación de les ChErepresenta una larga controversia.En 1952
Stedmanet al. (5} aislaron una enzima a partir del suero de cabello

oue hidrolizeba la AChy la llamaron colina-estarasa.Heneel y Hudney(6}
mostraron más tarde eue el suero contenía dos enzimas que eran capaces

de hidrolizar lo ACh. .
La mÉyorparte de le actividrd rre detido a una enzime no especificn,es

decir que nu hidrolizaba solamente fisteres de colina sino cue también

lo hacía con Cstrres no colinicos,como la tributirine.
El rento de actividad se atribuie e une segunda enzimo,oue se pensrba

sólo actuaba sobre éstsrss de colina.Esta última se parecía muchoe

la enzima especifica nue ellos mismos encontraron en cerebro y que

Alles y Hewes(7) encontraron en eritrocitos.



-2­

Mendel y Rodney (6} y (8} sugirieron el nombre de colinesterasa o coli­

nesterasa verdadera para esta enzima, y el nombreprovisoria de pseudo­

colinestorasa a la no específica.

Conlas años otros nombresse introdujeron.La colinesterasa verdadera fue

llamada también; ChEI,especifica,eritrocítica,tipo-a.aceto—, o acetil
colinesterasa.En 1964 la Comisión de Enzimaspropuso el nombre.da acetil

colina hidrolasa (E.C 3.1.1.7) comonombresistemático,y comonombre
trivial el de acetilcolinesterasa.

El término pseudocolinesterasa sugerido por Mendel y Rudney ha sido

ampliamente usado para los tipos no especificos de enzimas,pero no

obstante,siempre estuvo cuestionada esa.denominecion. I

Glick (9) señaló qUe "pseudo‘ generalmente implica "falso" y esto en su
opinión,hacie el término inaceptable.

En la tabla 1 se resumen algunas propiedades y nomenclatura de las poli­
nesterasas.

II} HISTORIA DE LAS CDLINESTEHASAS Y LOS IrSECTICIDAS ORGANGFÜSFORADOS

Las colinesterasas tienen una historia interesante,su existencia fue
A_predecida por Dale en 1914 (10),pero 15 años antes , él y Dudley demos­

traron que la AChera un constituyente natural de los tejidos animales.

Dale hizo su predicción en base a la desaparición del efecto producido
por una inyección de AChen un animal.El escribió "En la sangre a la

temperatura corporal no parece improbable que exista una esteresa que
contribuya a eliminar un áster activo de la circulación y la restauración

da la condición de sensibilidad original". Loewiy Navratil en 1926 (ll)

proveyeron base experimental a esta observación cuando reportaron que si

la eserina estaba presente,el efecto de la AChsobre al corazón de rana
era másprolongado.Ellos atribuyaron este resultado,a la inhibición por

eserina de la enzima normalmentereaponsable-da la destrucción de la ACh.

Seis años más tarda Stedmanet al. (5) prepararon el primer extracto
crudo de colinesterasa a partir de suero de caballo.
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ALGUNAS PROPIEDADES Y NUMENCLATUHA DE COLINESTERASAS

. Acetilcolinesterasa Colinesterosa

Nombresistemático

Nombresalternativos

Fuente

Especificided por
sustratos

Inhibida por:
Exceso de sustratos

Anoniocueternerio

Iso-OMPA?

acetilcolina­
acetilhidresa
(3.1.1.7)
Colinesterasa
especifica,
verdadera,
eritrocítica,
tipo e,AChE.

órgano eléctrico,"
tejido nervioso,
eritrocitos,
veneno de cobra.

ACh» PrCh > BuCh

D-acetil-P-metiLcolina.
acetil ésteres.

+ (9 3.10'3M}

++

_+

'- (a 10" M]

Acilcolinu ecilhidrosa
(3.1.1.81

Colinesterase
no específica,
de suero,
tipo s,
BuChE, PrChE.

suero,pánorsas,'
corazón,
hígado.

BuCh ,PrCh > ACh
Benzoilcolina
Butiril y Propionil
ésteres.

1

+

++

,N,N'-diisopropilfosforodiemida anhídrido.
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Tres años después Stedmon y Stedman (12) encontraron colinesterasa en el

cerebro de gato y reportaron que la concentración en el ganglio basal
era dos veces la de la corteza cerebral.

Durante el mismoperíodo los fisiologos¡principalmente Dale y sus colegas

trataron de establecer si la AChactuaba comoun neurotransmisor.

Unacondición necesaria para la teoria de la transmisión colinérgica era

que la AChliberada comotransmisor fuera destruida durante el breve
periodo refractario. Mientras se intentaba suponer que la colinesterasa

cumplía esa función,no habia evidencia de que la enzima estuviera en los

sitios de importancia a concentraciones adecuadas.Sin embargo,en 1937

Marnay y Nachmanshontrabajando en músculo de rana demostraron que casi

toda la colinesterasa presente en esos tejidos estaba localizada en las

terminales nerviosas (13) y (14]. .
Un año después publicaron evidencia sobre le adecuada concentración de

enzima para hidrolizar la AChcon la rapidez demandadapor la teoria (15}.

Durante la segunda guerra mundial,las colinesterasas adquirieron un
significado especial en el contexto de la guerra quimica.

Muchosde los agentes desarrollados comopotenciales gases de guerra
eran poderosos inhibidores de estas enzimas.

Desde entonces los insecticidas organofosforados se ubicaron entre las

armas más poderosas que posee el hombre para controlar las especies de

artrópodos perjudiciales.los que en muchoscasos resulten una amenaza

para los alimentos y la salud de la humanidad.Durante los pasados 20 años

l !los insecticidas orgánicos;incluyendo'los ésteres organofosforados,DDT,y
otros compuestos organoclorados han resultado satisfactorios comoagentes

primarios de control de insectos.

Aunquehan sido de un innegable beneficio para el hombre,su uso ha

creado serios problemas.Por ejemplo el DDTy otros hidrocarburos cloredos

debido a su persistencia en el medio ambiente, constituyen una real

amenazapara la calidad de nuestro ambiente y de este manera se justi­

fican los argumentospresentados por ecólogos,conservacionistas y el

público en general ddvocando contra su uso continuado.
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Los ésteres organotosforados aunque muchomenos persistentes que los

hidrocarburos clorados,resultan amenudobastante tóxicos para los anime­

les de sangre caliente y deben usarse con discreción.Aunque la solución

-no parece fácil,existe un esfuerzo concertado entre los científicos para

aliviar algunos problemas de los pesticidas orgánicos. Un enfoque prune­

tedoryes el uso de_insecticidas selectivos con acción letal directa sólo

-contra las especies plagas e inocuo para las formas de vida beneficiosas

o deseables.Mucho del peligro inherente a los poderosos organofosforados

anticolinesterásicos pera con el hombrey otros animales podría ser

eliminado con el exclusivo uso de insecticidas selectivos.

Desafortünadamente,sólo un pequeño númerode insecticidas 0P selectivos
han Sido desarrollados hasta el momento..

vSin embargo,1as implicancias generadas por estos pocos compuestos selec­
Itivos ha preparado a los toxicólogos para redoblar sus esfuerzos en est

sentido.Los insecticidas selectivos serán necesarios si queremosun medio

ambiente libre de los peligros de las sustancias químicas tóxicas.
Apenas terminada la guerra,el estudio de las ChEsrecibió un nuevo estí­

mulo con la introducción de una técnica histoquimica para su detección

(16} y (17) . Esto posibilitó las correlaciones entre los hallazgos bio­
químicos,Fisiológicos y morfológicos.En los últimos tiempos para investi­

gar la ChEse usaron técnicas que incluyen microscopía electrónice,radio­

química y re50nancia magnética nuclear.Estos métodos resolvieron interro­

gantes pero generaron otros nuevos. En temas comoel de las isoenzimes i

y el peso molecular de las ChEs,se puede apreciar exactamente cuan lejos
se está hoy día de conocer con propiedad sus características físicas, y
de conprendersus sutilezas fisiológicas.
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III) ASPECTOS ENZIHULÜGICOS

IIIa} GENERALIDADES

Enzimólogos y Fisiólogos tienden a enfocar las ChEs en forma bastante

diferente.Los enzimólogos se interesan en las enzimas por si mismas,quieren

conocersu estructura proteica,el peso molecular,identificar sus sitios

activos y las_isoenzimes,y determinar la especificidad por sustratos y

todas les constantes cinéticas que caracterizan el potencial hidrolI­
tico de una enzima in vitro.

Los fisiólogos por el contrario pueden tener poco interés por las enzimas

en sI.Para ellos podia ser suficiente conocer que.in vivo 1a AChEes la
responsable de hidrolizar la AChen las sinapsis colinérgicas y que la.

presencia de AChEpuede ayudar a la identificación de caminos colinér­
gicos. Es decir,están interesados principalmente en qué hace la enzima

más que en como lo hace.

Las caracteristicas establecidas para una preparación enzimática purifi­

cada en tubo de ensayo,aunque académicamente importante,pueden resultar

de valor limitado para la enzimaque realiza su función fisiológica

normal en el tejido nervioso intacto.

Mientras que los fisiólogos pueden argumentar que al tratamiento de los

enzimólogos de los aspectos bioquímicos puede resultar demasiado esotérico,
los enzimólogos pueden argumentar con similar Justificación que los

fisiólogos deberían poseer algunos conocimientos básicos de la AChEsi

[Nana invocar su acción para justificar sus hallazgos experimentales.
La toxicología,como-un cuerpo del conocimiento que estudia el mecanis­

mode acción tóxica de distintas sustancias,no pueden apartarse da ambos
enfoques.los necesita por igual y los compatibiliza. h
Hollingworth R.M.sin entrar a debatir sobre la utilidad de la purifica­

ción de las ChEsy el estudio de sus propiedades,lo que se reconoce cono

trabajo esencial,recuerda mantener siempre presente que lo que puede

resultar bueno para la bioquímica puede no serlo para la toxicologfa (18}.
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Estas y otras enzimes merecen estudios a todos los niveles si se preten­

de entender su significado toxicológico en los organismos vivos.

En particular las propiedades de las enzimas unidas a membranas (como

las colinesterosas] puedensufrir cambiosdurante el proceso de solubili­

zación. Por io.tanto una enzimacristalizada puede resultar lo perfecto

para un bioquímico pero puede no tener similitud con la enzima original

.in.vivo (18} lo que la alejarfa del interés toxicológico.

IIIb) ALGUNASCARACTERISTICAS

Las ChEs se pueden definir comoaquellas enzimas que bajo condiciones

óptimas para cada sustrato,hidrolizan esteres de colina más rápido que
otros ésteres. Otra caracteristica distintiva de ias ChEsen la mayoria
de las especies es su susceptibilidad a la-inhibición por eserina en

concentraciones de 10-5M_omenores. Tanto las arilesterases ( EC3.1.1.2;­

llamadas antes A-esterasas} como_1ascarboxilesterasas (EC 3.1.1.1;11ama­

das_antes B-esterasas o aliesterasas J son resistentes a concentraciones
mucho mayores de eserina.

Las ChEs son también inhibidas por los compuestos 0P ,pero esa propiedad

no es exclusiva ,pues es compartida por las carboxilesterasas.
Se distingue entre acetilcelinesterasas (EC3.1.1.7 ) y pseudooolineste­

reses (EC3.1.1.8 ¡.105 criterios para esta división incluyen diferencias
en las especificidades por sustratos e inhibidores (tabla I jr

IIIc) ÉÉEEEIFICIDAD POH SUSTHATO

El sustrato natural de la AChEde vertebrados es la acetilcOlina que es

al éster de colina predominanteen 105 tejidos. La acetil netilcolina

se hidroliza considerablemente más lento que la AChpero es más específica

de la AChEya que otras colinesterasas no la hidrolizan apreciablemente

(6) y (8}. La actividad de 1a AChErespecto a la butirilcolina es muy

baja comparada con la de la ACh,sin embargo en ciertas especies incluyen­
do las ratas se ha observado que hidrolizan la BuChsignificativamente (19}.

Por otro lado ia benzoilcolina es apenas hidrolizada por la AChEde mami­

Feros,y as por ello que se ha usado comosustrato especifico de las pseudo­
colinesterasas.
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En general las AChEshidrolizan ésteres de colina y de tiocolina con

senejante habilidad,pero también son capaces de hidrolizar estaras no

cargados,sin nitrógeno cuaternerio,como el análogo de la ACh.el :

3,3 dimetilbutilacetato. La AChEde eritrocitos humanosdemostró que
su actividad tanto con sustratos alifóticos comocon los colínicos es el

.grupo acilo quien determina la velocidad de hidrólisis,siendo los acetatos
los'óptimos,los propionatos y formatos más lentos, y recién después los

butiratos. Esteras aromáticos y arilésteres tales comofenilacetato y

naftilacetato son hidrolizados también por las AChE(2).

IIId} INHIBIDOHES Y ACTIVADÜRES

Las AChEspueden distinguirse de las pseudo-ChE usando los llamedos inhi­

"bidores especificos. Algunos de ellos como el BW284051inhibe la AChE

pero no 1a pseudo-ChE,mientras que otros comoel clorhidrato de etopropazina

actúan a la inversa,siendo resistente la AChEy susceptible la pseudo-ChE.

Inhibidores diferenciales cano el diisopropilfosfofluoridato (DFPj afecta
a ambostipos de enzimas,pero a distintas conccntraciones,las AChEs

necesitan concentraciones mayores que las pseudo-ChEpara una inhibición

efectiva en todas las especies ensayadas.

Ademásde los inhibidores del tipo de los carbamatos y 0P que son efecti­

vos a bajas concentraciones,hay muchosotros agentes que reducen la acti­

vidad enzimática. Entre éstos se encuentran,la acetona (20),cinc y
níquel (21},y varios aniones incluyendo el fluoruro.
El cobre es también inhibidor,y en una época se creia que la actividad

de la AChEdependía de grupos -SH libres,pero se ensayaron agentes como

el iodoacetato y el glutation oxidado,conocidos por reaccionar con grupos

-SHlibres y el resultado no mostró inhibición significativa (22).
Son menos numerosas las sustancias que activan la AChE,entre ellas pode­

moscitar al cadmio (23},magnesio (21},litio,potasio y sodio (24}.

El magnesio parece ser el más potente,pero cono Cohen y Dosterbaan (25)

señalanglos efectos de los iones varian muchocon las condiciones de los

experimentos.
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En el caso del sodio y del potasio no sólo activan la enzima sino que

aumentan la concentración de sustrato óptimo. Mendel y Hudney (26} sugi­

rieron que el efecto del potasio puede tener algún significado Fisiológico

en la regulación de Ia actividad de la AChEcon la AChliberada en las

terminales nerviosas.
El calcio es un activador de 1a pseudo-ChEpero no tiene efecto sobre la

"AChE(21} perteneciente a eritrocitos de caballo,pero en cambio activa
la AChEda_eritrocitos humanos y bovinos (27} y (28} .

IIIBJINHIÜICIÜN PUR EUSTRATÜ¿49H - y TEMPERÁTUHA

Unacaracteristica muyimportante de la AChE'essu susceptibilidad a la
inhibición cuandoel sustrato está presente en exceso,esto la distingue
de 1a pseudo-ChE. .

La temperatura óptima para la AChEde tejido de mamífero es entre 37° y

40°C (20). De acuerdo con Shukuya (29) y Wilson y Cabib (30} en un ran­

go de 15°-3U°C le constante de Michaelis (Km) es independiente de la tem­
peratura. La inactivación de la enzima en tejidos de mamíferos parece ccmen­
zar a los 56°C (31) y a 70°Cse pierde‘toda actividad colinesterásica.

La liofilizeción no reduce la actividad enzimática,lo que tiene implican­
cias prácticaa muyútiles. El pH óptimo varia con la Fuente de enzima,

pero para la mayoria de lcs preparados con AChcomosustrato,está en un

rango de 8,U-8,5 (25}. La curva que representa la variación de la acti­
vidad de la AChEcon AChrespecto al pH tiene Forma de campana y ha

sido tomadacomoevidencia que en el sitio esterático del centro

'activo de la enzima hay un grupo básico y otro acidico.

Los puntos isoeléctricos varían de especie en especie,parl 1a AChEde

anguila eléctrica es de 5,1-5,2 (32) mientras que para eritrocitos de

caballo es de 4,65-4.7U (20) .
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IVJLA MUEÉPULA DE CGLINESTEFASA

PESO MOLECULAR

Aunquelo que más se conoce es la composición del sitio activo,axisten

algunos datos del resto de la molécula y de la enzima comoun todo.

Se conoce la composición de aminoácidos de una preparación pura de AChE

de anguila eléctrica (33} . ­

Las primeras estimaciones del peso molecular de la AChEde anguila esta­

ban en el orden de los millones (34} . Lawler en 1963 (35) extrajo un

polímero de AChEcon una actividad especifica de 425 mmoles de ACh/mgde

proteína por hora y un peso molecular de 25 y 31 millones calculados por

viscosidad y por dispersión de luz respectivamente. Amedida que los

métodos de purificación sa fueron mejorando,los pesos moleculares dismi­

nuyeron y en cambio aumentaron las actividades especificas.

Leuzinger et al. en 1969 (36} obtuvkron una preparación cristalina y
homogéneaelactroforéticamente de 260.000 de peso molecular y una actiúr

dad de 73U mmoles de ACh/mgde proteínas por hora .

La experimentación para determinar peso molecular indicó que la molécula

da AChEpuede ser dividida an subunidades,pero lo que aún no está claro

es qué significado tiene ésto,respecto a.la Función enzimática.

Leuzinger (35 y_37) sugirió cue la AChEera un dimero formado por dos

protómeros cada uno de los cuales estaba compuesto por dos cadenas poli­

peptIdicas no idénticas. De acuerdo con el grupo de Leuzinger cada molé­

-bula de AChEposee solamente dos sitios activos y ellos proponen dos

posibles esquemasqua vinculan la estructura molecular con la Función.

En el primero cada centro activo deberia ser construído por la cadena

alfa que provee la serina para el sitio esterático,y la cadena beta que
provee el sitio aniónico .
Comouna alternativa ellos sugieren que la cadena alfa contribuiria al

centro activo proveyendoel sitio aniónico y el sitio esteratico,mientras

que la cadena beta sería de función desconocida¡pero podria representar
el receptor de la ACh..
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V) ISÜENZIMAS

El hecho que una enzima pueda existir en más de una forma molecular ha

sido aceptado desde nace años.La existencia de formes moleculares múlti­

ples fue detectado por primera vez utilizando electroforesis.

Cuandouna preparación enzimática corrida en gel de almidón se resuelve

'en un númerodo bandas con distintas movilidades pero catalíticamente

eguivalentes,a estas formas moleculares de la enzima se las llama
isoenzimas. Entonces isoenzimas resultan ser las formas moleculares

diversas de una misma enzima. Algunos autores como Eldefrawi (SÉ) ,

distingue las isoenzimas (Formas moleculares diyerses} de los agregados
de distintos tamaños de una misma Forma molecular; Otros no hacen esta

diStinción e incluyen comoisoenzimas a les aglomeraciones interconver­

tibles de una forma común. Grafius y Millar (39} demostraron que la

formación de esos agregados reversibles en los preparados de AChEde

Electrophorus se ve influenciada por las condiciones experimentales de
pH y fuerza iónica. Si el fenóneno de agregación evidenciable en tubo

de ensayo tiene que ver con la situación in vivo no está claro,pero el

agregado o el grado de agregación ¡debe tenerse muy en cuenta en los
estudios cinéticos in vitro.

Main (4UJ trabajó con pseudo-ChE de humano y de suero de caballo y con

AChE.daeritrocitos de bovino y encontró que la cinética de inhibición

podia ser afectada por el estado de agregación. El patrón isoenzimático

de algunas enzimas puede cambiar con el desarrollo comopor eJ. la
láctico deshidrogenasa. Esto podria reflejar diferencias en la oxige­

nación de los tejidos embriónicos y adultos.(41)
Cambiosdurante el desarrollo en la naturaleza de las colinesterasas han

sido estudiados por su especificidad con sustratos histoquimicos en

tejido cerebral de varias especies (42 y 43}.

El significado funcional de las distintas formas isoenzimóticas da la AChE

aún no está claro. Graéius y Millar (39) teniendo en cuenta la influencia

de la agregación de la AChEdel pH y la fuerza iónica,sugieren muy tenta­

tivamente que este fenómenopodria tener alguna importancia en el control

de la permeabilidad de las membranas.
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La existencia de AChEen varios estados de solubilidad es de importancia

práctica en la experimentación histoquímica y puede explicar_porquó
algunos métodos son útiles para demostrar AChEen las placas terminales

y no son satisfactorios para tejido gunglionar y menosaún para sistema

nervioso central (SNCJ(44}.

VIJ'MECANIBMÜ DE ACCION DE LA ACETILCULINESTERASA

En general la hidrólisis de los ósteres de colina (AX)por las ChE(EH)
se puede expresar según el esquemasiguiente: l

EH + AX ——ÏÏ>-EH.AX --Ïg> EA -—Ï3> EH'+ AoH
"En -HX +H20-l

Donde EH es la enzima,AX es el sustrato,EH-AX es el complejo de Michaelis

Menten,EA as la enzima acilada,y ADHes el amino alcohol (en el caso de

1a AChes la colina}. i

Con sustratos qüe se hidrolizan muy rápido cono la AChy la ATCal paso

limitante es la desacetilación ( k3< k2 j,pen3con sustratos muypobres

la acetilación es más lenta que la desacetilación ( k2< k3 j.
Las colinesterasas no poseen ni necesitan grupo prostático o metálico,
aunque se ha reportado que la actividad es aumentada por cationes cumo

Mg++ y CaH.

Por lo tanto la actividad catalitica sa debe exclusivamentea la estruc­

tura de la molécula da proteina. La zona activa de la molécüla contiene
dos sitios activos,uno Fija el sustrato y tiene que ver especialmente

con la especificidad (sitio de unión o sitio aniónico},y el.otro cata­

liza el procesohidrolitico del sustrato (sitio esterático o sitio cata­
litico) (45).

Existe una influencia del pH en la Vmaxy en la KMlo cual as lógico ya
que las reacciones que ocurren en la catálisis involucran grupos iónicos

tanto de la enzima comodel sustrato y el grado de ionización es depen­

diente del pH.
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La relación entre la constante de ionización Ka (usualmente expresada

cono su logaritmo negativo, pka j y el pH esta claramrnte explicado por
O‘Brien (46).

La curva que represento la dependencia de la actividad con el pH tiene

Forma de campana,y un máximo para la AChEde mamíferos alrededor de 8,5.

Esta Forma de le curva fue interpretada por WilSon y Bergmann (47 y 48)

comoevidencia de la existencia de un grupo ecidico y otro básico en el
sitio activo de la enzima. '

Un Fenómenoque ocurre con otras enzimas pero que es de particular inte­

rés en el caso de las ChEses la inhibición por sustrato ( ¿9 ).-­
En los gráficos de velocidad de reacción versus_el logaritmo negativo de

la conCentración de sustrato se observa la cláSica curva en torma'de'

campana con un máximo en el caso de la AChE; y una curva eigmoide en el

caso de la pseudo-ChE. - .

La AChEes inhibida por un gran eXceso de concentración de sustrato y la
pseudo-ChE no . La AChEda una curva en forma de campana ya sea que se

grafique versus la concentración de sustrato o el logaritmo negativo de

la concentración de sustrato. En este último caso,la campanaes simétri­

ca y el eje de simetría corresponde a la Concentración óptima,la cue

para la mayoría de los preparados es de 2,5-3.U x 10-3Mde acetilcolina.

VIE) SITIO DE UNION

La especificidrd por sustratos que contienen grupos catiónicos,SUQiera

la presencia de un grupo activo aniónico donde se Fija el sustrato por.
Fuerzas electro-státicas y se dispone especialmente de Formaque se pro­

duce un mejor ataque del sitio catalItico.
La colina y las sales de amonio cuaternario son inhibidores de la AChE,

pero ese grupo aniónico no parece importante para otros sustratos como

la butirilcolina (50}.
La inhibición por colina y tetraetilamonio a pH menor de 7,0 disminuye,

esto se puede explicar pues para algunos autores el pKa del sitio aniónico
sería de 6,2 apr0ximademente,lo cual implicaría que a pH más bajos que

el pK estaria en la forma protonada y esto conspiraria contra la unióna
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del inhibidor. El ión tetralquilemonio,sin embargono se une solamente

por fuerzas coulónbicas,sino que una parte considerable de su.afinidad

.es debida a Fuerzas de unión hidrofóbicas de los grupos alquílicos.(05}
Los grupos metilo de la AChcontribuyen también en Forma considerable a

la unión del sustrato a la protsína enzimática por fuerzas hidrofóbicas

_entre los grupos alquílicos y la porción no polar de la molécula proteica.

Enresumen,el sitio aniónico fija el sustrato por Fuerzas electrostáticas

y por fuerzas hidrofóbices,y existe una pequeña contribución en le fija­

ción debida e la interacción entre el sitio esterótico y el grupo car­
bonilo del sustrato. I .

La AChEcataliza también la-hidrólisis de ésteres no catiónicos comoel

acetato de fenilo,acetat0'de indoxilo.acetato de indofenilo.
'IEstos sustratos no se unen todos al mismositio de la ACh;Un elquilante

comoel ZecloroNecloroetil-N metil-2 feniletilamina (MCP)inhibe comple

tamente la actividad de AChEfrente a le ACh,debidoprobablemente a la

alquilación del sitio aniónico,pero por el contrario la actividad para
el acetato de indofenilo se exalta(51).
La alquilación causa moderadainhibición de la hidrólisis del acetato de

fenilo y el acetato de indoxilo.

Estos efectos no se deben a cambios en el Km(formación complejo enzima­

-sustrato} sino a cambios en k2 (constante de acilación de le enzima}.
O'Brien propuso tres sitios de unión distintos para la AChE;o(,[3, ¡(521'
sitiolX: (es el aniónico) a él se unen alquilantes comoel MCPy sustan­
cias catiónicas 00m0la ACh,tetraetilamina,colina,etc. Estos se llaman

agentes oC. .

sitiof3: se unen a él los organofosforados,cerbamatos,acetato de fenilo
y acetato de indoxilo.Es una porción hidrofóbice y la interacción con
estos sustratos e inhibidores se debilita por agentestx.
sitic18: se unen a él,acetato de indofenilo,Fluoruro de ocetilo,fluoruro

de dimetilcarbnmilo,fluoruro de dimetilsulfonilo. Se postula que la acción
de los agentesxinducen al corrimiento del 'sitiob'a la vecindad del sitio
esterático por cambioconfigurocional.
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VIb} SITIO EGTEHATICÜ

SegúnKrupkahay tres grupos cataliticos en el sitio esterático,dos gru­

pos básicos pKa;5,5 y pKa26,3 y un grupo acidico de pKaz9,2-10,4(53).

De acuerdo a los pKa de los grupos involucrados en la proteina es
muyprobable que al grupo imidazólico de la histidina sea el responsa­

-ble de los grupos básicos(pKa:6j.
Evidencias_indirectas de esto Fueron por ejemplo el tratamiento de la

quimotripsine(serina-proteasa que se obtiene al estado puro más fácil­

Vmente}por fotooxidación selectiva con lo que se destruyó la histidina

resultando una enzimasin actividad enzimática_ni reactividad con orga­
nofosforados (54}.

Las Serinas proteasas y colinesterasas tratadas con DFP-32Py luego

hidrolizadas dieron una Fracción o-Fosforil serina. Las secuencias de
aminoácidos alrededor de la serina para todas las hidTOIBSPSsensibles

a 0P presentan un aminoácido dibasico (glutámico en esterasas y aspér­

tico en proteasas} precediendo a la serina,la que es seguida por alenina

en: esteresas y glicina en proteases(55,56 y 57)
Estos descubrimientos sugieren que el OHde la serina en la secuencia

GLU-SER-ALAy ASP-SEH-GLIjuega un rol importante en el sitio catelItico
de esterasas y proteasas.

VIC} MECANISMO DE CATALISIS

La serina libre no cataliza la hidrólisis de ésteres ni reacciona con los

compuestos 0P,e1 grupo OHdebe estar activado por otro grupo de aminoácidos

de la molécula de proteina. El imidazol de la histidina activa el OHde

1a serina,se forma un enlace hidrógeno entre el'N con doble ligadura del
anillo imidazólico no protonado y el OHde la serina,creando una carga

parcial negativa sobre el oxigeno,el que puede atacar nucleofilicamente

el carbonilo del sustrato o el fosForilo de los inhibidores (58).
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La serina aoilada formada se hidroliza rápidamente. Krupka mostró que

uno de los sitios básicos (pKa:5,5) funciona en la acetilaoión dei OHde

la serina,y el otro grupo básico (pKa26,3) lo hace en la desacetilación.
Este grupo imidazol activa una molécula de agua,la que ataca la acetil
seriña sustrayéndole un'profón de manerasimilar_a Ia activación del

'OHde la serina en el paso de acetilación.
La zona activa de le enzima debe tener una configuración estérica

adecuada de modode permitir el ataque combinado de los grupos activos

que no están edyeoentes como el imidazol y el OHde la serina. El meca­

nismo más probable es el propuesto por Krupka y en cuyo esquema el grupo

acídioo se correspondería con un OHFenólioo de la tirosina (pK629,2-10,aj(53).
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VId} MECANISMO ESQUEMATICÜ DE ACCIÜN DE LA ACETILCÜLINESTEHASA

aníoacco
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VII) REACCION DE ESTERES DRGANCFGHFORPDÜS CON LA ACETILCCLINEÜTEHAÉA

Inhibición de le actividad colinesterásica:

Adiferencia de las sales de amoniocuaternario que son inhibidores revar­

sibles,los estaras organoFosForadosson inhibidores irreversibles que

basan su acción en la FosForilación del sitio esterático (el GHde la

serina}.La reacción básicamente corresponde a la acilación del sitio de
hidrólisis enzimática del sustrato natural pero la gran diferencia radi­

ca en que,mientres la enzima acetilada tiene una vida media de 0,1 mseg.

la enzima fosforilada es de 107veces mayor (59}.

La reacción es progresiva y depende de la temperatura (6U),se puede
esquefiatizar de la siguiente Forma:

'o k o
u i u

(ROJZPX+ EDH ——--—> (ROJZPUE + Hx

ki s es la constante de velocidad bimolecular.
Comola concentración del inhibidor (i) es mucho mayor (al menos 10 veces}

qua la de la enzima (e) en la mayoría de los experimentos,y casi cons­

tante duranta el curso de la reacción,sigue una cinética de pseudo primer
orden.De esta manera la velocidad de formación de la enzima fosforileda

es:

EP.

dF u ki ( e-p j . i

Entonces-teniendo en cuenta que la actividad enzimática es proporcional

a la concentración de enzima,la constante de velocidad se calcula:

donde (a) es 1a actividad enzimática residual porcentual al tiempo t .

Aunquele potencia inhibitoria está dada más exactamente por la constante

de velocidad ki ,se expresa amenudocomoI50,que es la concentración
molar de inhibidor necesaria para causar 50%de inhibición de la activi

dad enzimática a un tiempo dado de incubación,o por su logaritmo nega­

tivo pIrÜ .
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La ISU
de a-SUla ecuación anterior resulta:

está relacionada con la ki de la siguiente manera,para un valor

Los valores de pISU de los inhibidores organofosforados están entre los
valores 6 y 9 .

Los insecticidas organoFosforados,excepto los fosfatos y FosForotiolatos,
son muchomenos eficientes comoinhibidores. Ellos son activados en el

organismopara manifestar su actividad biológica.
La fosforilación de la enzimaes similar a la hidrólisis alcalina de los

ésteres organofosforados (SN2).En lugar del ión hidróxido,el grupo OH
de la serina activado por el imidazol,sirve comoagente nucleofIlico para

el átomo de fósforo,con una carga positiva parcial. .

Sin embargo los organofosfatos reaccionan con la enzima muchomás rápido

(varias potencias de 10] que el ión hidróxido,sugiriendo la formación

de un complejo enzima-inhibidor comointermediario que favorece la

reacción subsiguiente.
Esto está también sugerido por la competición que existe entre el sustra­

to AChy los organofosfatos.y la semejanza en los requerimientos estruc­

turales entre sustratos adecuados e inhibidores efectivosCGl}z '
La inhibición depende del pH como en la reacción enzimática normal.

Los organofosfatos pueden interpretarse comosustratos particularmente
!pobres.

k k
--—-- EH-PX ----- EP # HX

-1

EH: enzima libre; PX: inhibidor organofosforado con un grupo X que se

libera.
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El esquana de reacción involucra un paso reversible para ln Formaciónde

un complejo enzima-inhibidor (EH-PX}análogo al complejo de Michaelis

con sustrato,y un paso de Fosforilacion que resulta en una inhibición

irreversible. El primer paso depende de la afinidad del inhibidor por el

sitio activo,y se caracteriza por una constante de disociación (K }
l. ‘ I a

que es una medida de la afinidad (cuando menor es la constante,mayor

será la afinidad) k
-1“7"!­a l

El segundo paso se debe a 1a habilidad Fosforilante del inhibidor,1a

que se mide por la constante k ,que es una constante monomolecular y es2

llamada constante de Fosforilación (62 y 63).

Cuandola concentración de inhibidor (i) as muchomayor que la de la en­

zima (e},1a velocidad de Formación de la enzima Fosforilada es:

dp kdt 2
i

o a k "
c 1+K 2 ( e p l

a .

c: concentración del complejo enzima-inhibidor.

p: concentración de la enzima Fosforilada

Integrando esta ecuación resulta:

l t k2 . l
i aafllw\/ K Ka a

!donde Alma v es la variación del logaritmo de la velocidad de hidrólisis
en el intervalo t .

Graficando l/i contra t/2,3 Alog v ,sa pueden obtener gráficamente las

constantes Ka y k .2

El cociente k2/Ka tiene las unidades de una constante de velocidad bimo-.
1).lecular (M_l . min­
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dpMain definió k a k K -———­i 2/ a dt B. (G-É-p} i

k lg 2.3Alogv ( 1 + 1 Eru"CI\I rw
i t T Ka} "‘ 0‘ o" ‘IN

La ki se la_11ama constante de reacción bimolecular.porque no es una
simple constante de velocidad,sino que incluye un equilibrio y una cons­

tante cinética. Por analogía con la interacción enzima-sustrato,el
modelopropuesto por Krupkapuede aplicarse para ilustrar esquenática

mente la reacción de organofosforados inhibidores con la AChE(64).

En el,esquema ,S es el sitio aniónico o el sitio de unión hidroFóbica

(el .sitio [3»de O’Brien}. _

La afinidad es afectada principalmente por el factor estérico (Ka).

La_fosforilación (k2) es una SN2sobre el fósforo y está afectada por
el factor electrónico del inhibidor.La fuente de enzima influye sobre

esta constante,por ej. el DFPtiene 16u veces más afinidad por la ChE

de suero que por la AChEde eritrocitos.

Aunpuelas medidas de k2 y Ka requieren concentraciones altas de inhibi­
dor ( 10-3M-10-4Mj las velocidades de inhibición se miden generalmente

a concentraciones de inhibidor aproximadamente lO-GMlo cual es mucho
-a

3- 10 1.menos que el valor de Ka (10­
En estas condiciones la concentración del cumplejo puede ser desprecia­

ble y la ecuación de MAINse convierte en la clásica de ALDRIDGE,queha

sido usada ampliamentepara la evaluación de la capacidad inhioitoria

de los organofosfatos.

_ 2.3 Alog vi t . iXALDHIDGE:
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MECANISMO ESQUEMATICD DE HEACCIÜN DE DRGANUFUEFATÜS CUN ACETILCOLINESTEPAÉA

H

u) Ah)

VII a) RECUPERACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Reactivación espontánea o desfosforilación

Aunquelentamente la enzima fosforilada en presencia de agua se hidro­

liza,dando el ácido del Fosfato y la enzimalibre.

La velocidad de la reactivación espontánea no depende del grupo que se

aleja (leaving group} original del organofosforado por supuesto, pero

si de la enzima y de los sustituyentes (HO-jsobre el fósforo.

La velocidad de la reacción la podemos expresar como tiempo de vida media
de la enzima fosforilada,o comoactividad del centro catalItico,en número

ce grupos fosforilo hidrolizados por minuto. ­

La estabilidad de la AChEfosforilada es comparable a la de los organofos­

forados,por ejemplo ,el Sarin tiene una vida media de Su horas para.su
hidrólisis y la enzimade la anguila eléctrica Fosforilada con el Serin
es de 48 horas.

Las colinesterasas de insectos tienen una baja actividad del'centro

catalítico para grupos fosforilos y carbnmilos. Pero ésto in vivo no

ocurre (65 y 66} pues es probable por ej. en moscas que posean reacti­
vodores naturales de la ChEinhibida.



-23­

El númerode turn over para los dietil-fosfatos es de un billón de veces

menor que el de la ACh,por eso a uno se lo llama inhibidor y al otro

sustrato. La desfosforilación de la enzimafosforilada es esencialmente

una reacción de desplazamiento nucleofilico sobre el Fósforo que librará

a 1a_enzima;

Algunos compuastos comola hidroxilamina y sus derivados,oximas y ácidos

.hidroxámicos se estudiaron como-reactivadores in vitro oon éxito.

Hoy día son utilizados en mamíferos y en el hombre con seguridad deriva­

dos del 4-PAM(Piridinaldoximas) para la terapia del envenenamiento por

organofosforados. Estos compuestos se usan en combinación con la atropi­

na,la cual bloquea la transmisión sinéptica reemplazando 1a AChde sus
receptores. Son drogas complementarias en su acción terapéutica .

La atropina es efrctiva en las terminales del SNPy en las sinapsis

del SNCy en los ganglios del SNAyperono lo es en las uniones neuromus­
culeres. Les oximes contratacan,reaotivando la AChEinhibida en las sinap­

sis y además descomponiendodirectamente los organofosforados.

VII b) ENVEJECIHIENTÜ DE LAS ENZIMAS FOÉFGRILAOHS [AGINGJ

Las AChEinhibidas cambien gradualmente a Formas no reactivables. Esto

es lo que se ha dado en llamar "aging" o envejecimiento.

Se acepta que el aging se debe a la dealquilación de la dialcoxifosfonil
enzima.

I (­

ROxpÏÜ + Hzo ___________ -_- ¿)fi:0 + ROH+ H+
Ho’ 0-Enz no O-Enz

Se ha demostrado grado de paralelismo cuantitativo entre el aging y la
aparición alcoxihidroxifosfonil-enzima.

Despuésde la dealquilación,la enzimase vuelve estable y resiste ataque
nucleofilico de oximas por tener su carga negative.

Todos los princinios que hemosvisto para las AChEson aplicables a las

ChEy a otrrs B-esterasas y en general'a las serine-proteasas.
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Resumiendola reacción entre un organofosforedo y una hidrolesa sensible

a organofosfatos se puede describir así :

K k 3 E + PHa 2 - 'E+XPR-—-——a-E-XPR-———hx+EPR/14"- k\ - 'Ü'
4 EP +3 _

Las velocidades de cada paso serán diferentes según la fuente de enzima

que se utilice. .

Uninsecticida deseable (organoFosForado) debe reaccionar distinto con

la AChEdel hombre y le de Ia peste.

Paso de reacción Acetilcolinesterása

Afinidad por enzima Ka' Peste ) bombre

Fosforilación k2 Peste >' hombre

Desfosforilación k3 Peste <1 hombre

Aging ka Peste > hombre

VIII) ACETILCOLINFSTERASA EN INSECTOS.

l ILas Colinesternses de insectos se ven influenciadas por una serie de fec­

tores que incluyen el pH,la concentración saline,y la concentración de

enzima. Les ChEde vertebrados también son afectadas por las condiciones

experimentales pero la diferencia que existe c0n los insectos es que
éstos incluyen miembrosmuydiferentes entre si,en lo que respecta a

aspectos tanto estructurales comode ccmportamiento,y es por eso que los

especies más pequeñas no presentan otra alternativa que trabajar con hono­

genatos de las cabezas enteras y en muchoscasos con los insectos enteros.

Los preparados de diferentes insectos pueden ser muydispares respecto

al pHóptimo,los electrolitos,materieles inhibidores y ectivantes,y la
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concentreción de enzima. Wolfe y Smallman (67] encontraron que la con­

centración óptima de AChcomosustrato para preparados de cabezas de

abejas era menor que la de hemogenatos de cabezas de moscas. Mientras
que ésto se puede interpretar comouna diferencia fundamental entre las

dos enzimas,los autores mencionan la posibilidad que ésto se deba a

diferencias en la concentración de enzima. Cuandolos preparados de

'cabeza de moscas se diluyen,1a Concentración de sustrato óptima cae a un

valor comparable al de las abejas. Obviamenteresulte muyimportante dis­

cernir si las diferencias entre preparados enzimáticos da distintas
especies se deben a diferencias genuinas de las enzimas o a otros

componentes que a la postre afectan su función.. i

Un ejemplo extremo es el pH óptimo para le ChE de cabeza de moscas,Babers

y Pratt (681 encontraron que era 5,75 pero-para lo mismoChadwicket al.

(69) y también Wolfe y Smallman (67} dieron valores de B,U y 9.U.

¡Algunos factores tienen más de un efecto,por ejemplo el ClNa aumenta

la velocidad de hidrólisis en la ChEde cabeza de moscas pero disminuye

la afinidad de la enzimapor el sustrato (ocurre cualitativamente lo

mismocon la ChEde cerebro de ratón J. Otras sales aumentan la velo­

cidad de hidrólisis de la ChEde moscas y éstas incluyen al BIZCa,ClK,

Cleg,y NOSNa;sinembargo estas sales por encima de 0,5N reducen la acti­
vidad enzimática.

Lord y Potter (70} encontraron una sustancia en extractos de un escaraba­

jo de la harina Tribolium casteneum,qua inhibia la hidrólisis de la ACh.

Menny McBain(71) describen una sustancia anticolinesterásica en las

cucarachas,Blaberus craniifg: y Bletella germanica.
Éste tipo de compuestos jnhibitorios pueden existir en otras especies y

su presencia en un humogenatopuede resultar en una baja actividad

colinesterúsica y equivocadamenteser atribuida a una propiedad caracte
ristica da la enzima.

Las ChEde insectos al igual que la de mamíferos se desnaturalizan rápi­
damente a temperaturas por sobre los 55°C (72),pero el proceso de desnu­

turalización en los insectos comienza a temperaturas menores,según Wolfe

y Smallman (67} aproximadamente a 35°C.

Dautermanet n1.(73j cemoparte de su proceso de purificación,calienta
su preparado parcialmente purificada de cabezas de moscas a 54-55°C en
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presencia de ACh,yen este caso la desnaturalización no exista.

Wolfe y Smallman (67} encontraron que el ClNa tiene un efecto protectivo

similar. Protección de este tipo por presencia de alguna sustancia en

llos preparados puede ser la responsable de las diferencias en las velo­

cidades de desnaturalización por calor que han sido obtenidas por dife­

rentes autores. Lo que en general se debe tener en cuenta es que los

preparados de insectos pueden comportarse en forma variable según las

condiciones experimentales. Por esta razón las propiedades deben con­
siderarse más cualitativamente que cuantitativamente.

En los mamíferos se puede distinguir con facilidad entre AChEy otras ChE

pero en insectos esta división no es tan definitivamente clara.
Casida (74} (75} ensayó preferencias por sustratOS de acetilesterasas

- incluyendo AChEen una cantidad de insectos. Encontró una enzima con

propiedades similares a 1a AChEde mamíferos en las cabezas de moscas

adultas y en gusanos de seda,en cambio en el cordón nervioso de las

cucarachas y en otros insectos encontró'una enzima pue se parecia a

la pseudo-ChE de mamíferos. Ademásencontró esteresas con propiedades

intermedias entre los dos tipos de enzimas en algunos insectos.

Teniendo en cuenta ésto y otros trabajos similares,Chadwick (72}

señaló que la clasificación usada para las colinesterasas de mamíferos

no es aplicable en invertebrados sin otra aclaración o calificación.

Wolfe y Smallman(67} compararon la hidrólisis de varios sustratos

por ChEen las fracciones;solubla y particulada de cabeza de moscas y
de abejas. Las ChEde moscas sufrían inhibición por sustrato con 0,1M

de ACh,MeChy BuCh, en cambio la BzCh apenas se hidrolizeba,pero la

triacetina se hidrolizaba apreciablsmente especialmente por la fracción
soluble. La enzima de cabeza de abeja difiere en oue a una concentra­

ción de 0,1M de MeChse hidrolizaba más rápido que la AChy no causaba

inhibición por sustrato,y la BzChno se hidrolizaba.

Con concentraciones por debajo de 0,01M tanto los preparados de abeja

comolos de mosca hidrolizaban AChmás rápido que cualquier otro éster.
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Se concluyó que la ChE de cabeza de mosca se parecia a la AChEde mamí­

feros y que no había presente cantidades significativas de pseudo-ChEni

en cabeza de moscas ni en abejas.

Üuedabaimplícito en_estas conclusiones que la enzima de abeja se la

consideraba una ChEverdadera independientemente de la falta de inhibi­

ción por exceso de MeCh.

hDauterman(73) desarrolló una técnica de purificación parcial de la

ChÉde cabeza de mosca y midió 1a actividad en los sucesivos pasos

de purificación y comparó los valores con los obtenidos con AChEde

eritrocitos de bovino,encontrandodiferencias significativas entre ambas

enzimas. En especial 1a actividad hacia la BuCh¡triacetina,y el fenil­
butirato son mayores con la enzima de mosca..

Dauterman (73} está de acuerdo con Wolfe y É"Fallman (67} en que una

enzimaes la responsable de la hidrólisis de todos los sustratos,pero

1a pregunta es,si ésta se deberia llamar ChE,pues su númerode "turnover"

para algunos acetatos alifáticos y aromáticos y posiblemente el fenil­
butirato es tan alto como el de la ACh.

Sin embargo por su gran afinidad hacia la AChy en base a considera­

ciones fisiológicas,deberia llamarse "verdadera" colinesterasa,si se
requiriera alguna clasificación.

Casida (75) publicó datos comparativos muyútiles sobre especificidad por

sustratos en una cantidad de insectos adultos,en sus huevos y larvas

en desarrollo,incluyendo también algunos ácaros en su estudio.­
Usando experimentos con sustrato mezcla determinó si una o diferen­

tes enzimas eran las responsables de la hidrólisis de ACh.triacetina y

O-nitrofenilacetato (NPA)en varios insectos.
Dondela hidrólisis de ACh,triacetina,NPA se debía a una misma enzima

(camp en los homogenatos de cabezas de moscasjla inhibición con eserina

colina o TEPPera genrrnlmente muymarcada con los tres sustratos.

Por otra parte en el escarabajo de alfombra la AChy el NPAse hidrolizan

por enzimas distintas y lU-GMde eserina sólo inhibe la hidrólisis

de la ACh.Es particularmente interesante lo encontrado en moscas

respecto a la variación cuali y cuantitativa en las ChE, en sus huevos

y estados larvales más precoces existen dos enzimas responsables de la

hidrólisis de la AChy el NPA,pero una sola enzima ataca a ambos Sustra­
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tos en las formes adultas. Caside (75} resume su trabaje comparativo

de insectos y ácaros diciendo que sus ChEaparecen como un grupo de

enzimas relacionadas con propiedades que varian ampliamente entre ellas

y en comparación con las colinesterases de mamíferos.

El considera que las diferencias en especificidad son tan grandes que
pueden ser usadas comobase para la selectiVidad.

'Gran.parte de las investigaciones sobre ChEde insectos se han llevado

a cabo con la esperanza de encontrar alguna propiedad que pudiera ser
explotada en el diseño de pesticidas altamente selectivos.

La selectividad sin embargono es sólo diferenciar mamíferos de insectos

sino distinguir entre los insectos beneficiosos para'la humanidady los
que no lo son. I h

.No es suficiente estar alerta a las variaciones en las propiedades de

las ChEen las diferentes especies,sino preguntarse que es lo que

exactamente provoda estas diferencias. La explicación más probable

es hasta el momentoque las diferenciaS'residen en la configuración del
sitio activo.

O'Brien (76} buscando diferencias entre los sitios activos de las ChEde

cabeza de moscas y la AChEde eritrocitos de bovino,comparó los efectos

sobre les enzimas de las sales de alquil amonio. h

Estos compuestos se supone pue se unen al sitio aniónico y pueden inter­

ferir con la fosforilación del sitio esterático por compuestosorgano­

fosforados. ConChE de eritrocitos el tetraetilamonio (TEA)y el tetra­

propilamonio (TPA) fueron igualmente efectivos en reducir el grado de

inhibición causada por compuestos 0P. Esto sugiere que el nitrogeno

cuaternario está unido al sitio aniónico y que tanto la extensión del
TEAcomola del TPAson suficientes para enmascarar al sitie esterático.

Sin.embargo el TPAes_32 veces más efcctivo que el TEAen la protección

de la ChEde cabeza de mosca de la fosforileción,lo que está indicando

cue enmescara el sitio esterótico muchomés eficazmente.
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O'Brien concluye que en la ChEde eritrocitos la distencie entre el sitio

eniónico y el esterático debe ser menor que el diámetro del TEA,esto es
0 0

menor que 4,5A,pero en la ChE de cabeza de mosca debe ser mayor que 4,5A
o

pero no más de 5,4A,que es el diámetro del TPA.
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Les ChEde insectos se caracterizan por ser capaces de hidrolizer ésteres

de colina pero mostrando grandes variaciones respecto a la especificidad

por los sustratos en las distintas,especies,incluyendo su habilidad para
hidrolizar ésteres no colinicos.

Su actividad in vitro es influenciada por las seles,e1 pH y le concentra­
ción-de enzima. La Formeen nue son afectadas varia entre las distintas

especies, Parece probable que algunas de estes diferencias.se deban en
mayor o menor medida e variaciones en las dimensiones y.en le disposición

espacial del sitio aniónico y del sitio esterático en el centro activo.

La histoquimica es valiosa porque relacione le enzima y la estructura,

y provoca la pregunta ¿Gué hace esto aquí? más que el ¿Cómolo hace 7

de la bioquímica. En al ceso de los insectos los estudios histoquimicos

no son muy numerosos por dos razoneszprimero por el tamaño muy pequeño

de muchosdelos insectos que introduce_dificu1tades técnicas,per0 con
el desarrollo de la histoquimica a nivel ultraestructural este problema

está desapareciendo. En segundo lugar,se sabe que en muchos insectos existe

una barrera de difusión (77} que está afuera del tejido nervioso e impide
la entrada de los sustratos h stoqufmicos.
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IX) SISTEMA NERVIOSO UE INSECTOS

La mayoría de los insecticidas modernos deben su toxicidad a le habilidad

para atacar al SNCono "target" primario. El SN es una de las porciones

del cuerpo más susceptibles y vulnerables en los organismos altamente

desarrollados. La característica más impactante de los insectos es que

tienen un SNCtan bien desarrollado que resulta casi comparable en orga­

nización el de los mamíferos. La manera más rápida y segura de trastornar
químicamente los mecanismosregulares del cuerpo es sin duda intoxicando

el SN . Generalmente el éxito de un compuesto insecticida depende del alto

grado de desarrollo nervioso en los insectos peste.
En este sentido,el hombrepor ser el organismo más altamente desarrollado

-—podríaser.muy susceptible al mismotóxico nervioso. Pero afortunadamente

han sido inventados varios compuestosútiles,que pueden selectivamente
atacar a los insectos sin causar demasiado daño e animales beneficiosos

yalnshmmrü.
En los últimos años,ha surgido el conocimiento que en algunos casos las

diferencias en susceptibilidad entre mamíferose insectos son el resultado
de diferencias inherentes en sus SN .

Por ejemplo diferencias en susceptibilidad a tóxicos nerviosos entre

insectos y mamíferospodría parcialmente atribuirse e diferencias morfo­

lógicas en la distribución nerviose,los insectos poseen varias terminales
nerviosas expuestas sin ninguna protección,mientras que los mamíferos

tienen relativamente pocos de estos sitios vulnerables.

Las diferencias son de un gran interés no solamente toxicológico,sino

desde el punto de vista de la bioouímice comparada.
Históricamente los estudios del SNresultan de le amalgamade la zoología

de invertebrados y de_verteb1ados. La organización básica del SNse

estudió en mamíferos y sus funciones fundamentales se estudiaron en

invertebrados (axón gigante de calamar y de langosta de mar}.

Las diferencias básicas en la organización nerviosa entre mamíferos e

insectos pueden demostrarse considerando la estructura fundamental del SN

de los mamíferos primero y luego señalar la morfología específica y las

diferencias fundamentales cn el sistena de insectos.
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Figura l DIAGRAMASIMPLIFICAUÜ DEL SISTEMA NERVICSO DE MAMIFEPOS
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DIAGRAMA SIMPLIFICADO DEE SISTEMA NERVICSÜ DE INSECTOS
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(Modificado de O'Brien 9.0.0. "Toxic Phosphurus Esters" N.Y. Acad. Press,

1960,pag 434)
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Las figuras l y 2 indican caracteristicas generales de los SNde mamífe­

ros y de los insectos. Ambostienen dos sutdivisiones muy importantes en

común: el SNCy el SNPariférico.

"El primero formado.por el cerebro y el cordón nervioso espinal en mami­
feros y el cerebro y al cordón nervioso central en insectos.

El SNCcomosu nombre lo indica,Funcione comosistema central de integra-'

'ción y está compuestopor millones de célülas nerviosas que están conec­

tadas unas con otras por uniones llamadas sinepsis. I

El SNPestá compuestopor dos subdivisionestel sistema somático y'el sis­

tema autonúmico. El sistema somático cnmenda los movimientos de los orga­

nismos y está campuestopor una via aferente o sensitiva y otra eferente
o motora aye lleva la respuesta al afectar del estimulo informado por la

lsansitiva.
En el caso en que el cerebro no analice al estímulo y ordene la respues­

ta,es decir oue la información conducida pase directamente a los nervios

motores,estamos Frente e lo que se da en llamar arco reflejo.

El nervio eferente termina en la unión neuromusculer cuya sinapsis con

el afectar es colinérgica ( AChj.

El sistema nervioso autónomo(SNA)regula la actividad visceral,es invo­

luntario y comprendael: sistema nervioso simpático (SNS) y al sistema

nervioso parasimpútico (SNPa) de acciones opuestas que se diferencian

por sus sinapsis postganglionares,en un caso el mediador quimico es la
Adrenalina o Noradrenalina (SNS) y en el SNPa es la ACh .

El SN de insectos es considerablemente más simple que el de mamíferos.

Sin ambargo,en algunas circunstancias,ciertns partes del mismoson

altamente especializadas para la adaptación a un complejo modode vida.

Comose ve en las figuras l y 2 las diferencias básicas entre el SNde
insectos y el de mamíferos son:

len el SNPno hay sistema colinórgico (ACh).

2}No existen dos sistemas autónomos,el SNSy al SNPa. Hay uno solo que

está controlado principalmente por hormonas .
3)En el SNPno hay ganglios.(Los ganglios de los insectos corresponden

al SNCde los mamíferos}
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4)En el SNCde los insectos no se identificó otro transmisor quimico

que no see la ACh,aunquese cree que existen algunas amines biogénicas
activas.

Ademásde las grandes diferencias,el SNde insectos tienen las siguientes
diferencias morfológicas e histológicns:

l}En el SNde insectos no hay mielinación distinta observable.

2)El cordón nervioso de insectos está cubierto por una corteza fibrosa

llamada simplemente vaina o corteza neural,formeda por una parte externa

no celular (lamella neural}'y otra interna oue es celular (perineurium).
Esta veina protege al sistema nervioso y actúa comobarrera de difusión

cumpliendoun rol similar al de la barrera henato-encefálica de los
mamíferos. h

SJLa unión neuromuscular no tiene placas terminales especificas comoen
los mamíferos. tos axonas de los insectos se ramifican en varias ramitas

e inervan cada una de las fibras musculares,mientres que en mamíferos

las placas terminales gobiernan el total de un grupo de fibras musculares.

aJEl SNde insectos está provisto de un sistema de tráqueas que le proveen
oxígeno directamente a las célules nerviosas por difusión.

Sin embargo,el SNde insectos se parece al de mamíferos en muchos aspec­

tos,y las similitudes básicas son más impactantes que las diferencias.

Por otra parte,las variaciones entre especies de insectos son enormes,

a los fines de cOmparar con los mamíferOS'estamos obligados a conside-'

rarlos en general. Pero entre los insectos que sufren metamorfosis hetero­

morfa y hoIOmorfa hay grandes diferencias en el SNdesde el punto de vista

'oe la organización. Diferencias entre especies son muy numerosas y com­

plejas,selvo en unos pocos casos muybien estudiados(77).

SISTEMA NECVIUÉO CENTFnL DEL TRIATüïA INFESTANS (vinchuggl.

El SNCestá formado por el cerebro o ganglio supraesofógico,el ganglio

subesofágico y'le cadena ventral,como en los insectos en general.
En nuestro laboratorio se llevó a cubo la disección de cerebros de

vinchucas adultas,cuya morfología responde al esouemageneral presentado
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Figura 3 SISTEMA NERVIOSO FEFEBRAL
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en la figura 3 . El cerebro está formado por el Protocerebro oue posee

los lóbulos ópticos nue inervan los ojos compuestos,en el centro los

lóbulos protocercbreles de donde salen los nervios que inervan los ocelos,

y los cuerpos setiïormes cuyo desarrollo se relaciona con la inteligencia

del mnsect0.El Deutocerebro que controla los nervios de las antenas (fun­
ción olfativa},y el Tritocerebro qua inerva la región gustativa y conecta
el BNCcon el SNAo estomogástrico.

El ganglio subesofágico se encuentra todavía en la cabeza del insecto y

por debajo del esófago,inerva los apéndices bucales,de él salen los
nervios labial y moxilar(figura 3}.

La cadena ventral está formada en los insectos en general por los ganglios
torácicos y los ganglios abdominales, en el Triatoma infestans al igual

aque en otros Hemipteros y en los Dípteros los ganglios torácicos y abdo­

minales se fusionan. En la vinchuca (figura 4} vemos en el tórax un

ganglio protorácico y otro ganglio resultante de la Fusión de los gan­

glios meso- y'metatorácicos y los ganglios abdominales.

En la figura 4 se representan los principales nervios que conforman el

SNPdel insecto y que se vinculan con el SNCa través de la cadena ventral.

Los centros motores están distribuidos por todo el SNCde los insectos,

y.es por eso que sus movimientos no están supeditados a la integridad del

cerebro sino al ganglio del segmento gue corresponda. De aquí que insec­

tos sin cabeza puedan mantener movimientos a veces por horas, aunque

sea el ganglio cerebral el oue da dirección a la locomoción y ejerce
sobre ella control restrictivo.
El SNAdestinado a regular les funciones de la vida vegetativa consiste

en dos FormaciOnes: una Dorsal,nue nace'del_cerebro y está destinada

especialmente e inervar intestino anterior y medio, y la otra Ventral,

aue.nace de la cadena ventral y sirve a espiráculos,intestino posterior
y genitales.
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Figurfi 4 SISTEMA NERVIOSO DEL THIATDMA INFEJTANS
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X) EFECTOS DE LOS CUMPUEGTUS ÜÑGANÜFCJFORADÜS EN INSECTÚS

La hipótesis vigente es que el principal modode acción de compuestos OP

»y carbamatos es la.inhibición de la AChE,perono hay demasiado acuerdo

sobre a qué nivel es critica la inhibición para causar la muerte.

En la literatura se han reportado casos en que los compuestosresultaron

-tóxicos con poca inhibición de la ChEtotal,en cambio hay otros que con

altos porcentajes de inhibición de la ChEtotal no mostraron efectos

tóxicos. Las técnicas bioquímicas usadas para el estudio del modode

acción de 0P y carbamatos han sido in vivo a in vitro pero nada dicen

de la distribución de la enzima/s en los tejidos celulares.
La hiStoquImica en cambio permita saber si la inhibición es completa

y en una zona altamente restringida,y si la muerte ocurre por el cese

Ide la función en_unazona localizada,o si la inhibición está generaliza

da o sólo restringida al sistema nervioso.

En las placas_motoras terminales de músculo de Acheta domestica (grillo)
se encontró una sola ChEque hidrolizaba la ATCy era inhibida por

aserina (78}. Ningún otro preparado de músculo de insecto mostró esta
actividad.

Intoxicación por aplicación tópica de ÜPen moscas mostró que el sitio

vital de acción es el área periférica de los ganglios torácicos y en

grillos es el cerebro y el cordón nervioso.
Evidencias ultraestructureles donostraron que las ChEque hidrolizan ATC.

están unidas a membrana.

El GABAse ha confirmado como transmisor quimico en las uniones neuro­

musculares inhibitorias presentes en los Artrópodos (79).
En insectos el SNCestá formado por los ganglios supra y subesofágicos

y una cadena de ganglios ventrales,pomo vimos en 1a sección anterior, y

es en este sistema en donde Se acepta como transmisor a la ACh(BU).
Se encontraron también catecolwnines en insectos,y la posibilidad de

existencia de un mecanismoda sinnpsis adrenérgica en el SNC,perticulor­

mente en el sexto ganglio abdominal de cucaracha (81}.
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El transmisor en uniones neuromusculares de insectos todavia no se cono­

ce (82} aunque hay hipótesis que una indolalquilamina,un derivado de la

Nicotinamida y el ácido glutámico participan en la transmisión sináptica

(83} y (84}­

La neuroactividad de la L-leucina se ha demostrado en el cordón abdominal
de la cucaracha americana,pero su rol fisiológico no se ha confirmado aún

(85)­

Los sintomas de envenenamiento por organofosfatos son en general,

irritabilidad aumentade,luegohiperenitabilidad,luego temblores de todo

el cuerpo (más marcado en las extremidades,y finalmente parálisis y muerte.

El curso de estas acciones varia con la dosis,el cunpuesto,y la ruta de

administración,por lo general dosis altas producen efectos más rápidos.
En cdoarachas los_fosfatos (TEPP y DFP} causan sintomas violentos en

pocos minutos,mientras que fosforotionatos (Parationj pueden no mostrar
efectos por varias hores.como por ejemplo 2 haras a dosis de 3 veces

la LPSU y 7 horas a la LD5U
Esta diferencia es más notable con inyección,y menos con aplicación

tópica.. Excepto con dosis muy altas,1a muerte se demore mucho,con TEPP

se mueren en 18-26 horas después del envenenamiento y con Paration entre

21-36 horas después del envenenamiento (86}.

En la mosca estos efectos están comprimidos,la hiperemitabilidad es común

en SUminutos,la parálisis en.3 horas y la muerte en 24 horas (87}.
Los primeros experimentos de envenenamiento por 0P en insectos fueron

hechos por Chadwick y Hill en.1947 (88}. En un estudio que resulta modelo

ellos mostraron que minimas cantidades de DFPy TEPP(también eserina que

es un carbameto} inhibian la ChEde insectos in vivo e in vitro.
Encontraron un paralelismo notable entre la inhibición de la ChEin vivo

a una dada dosis y el porcentaje de mortalidad.
Luego surgió el famoso estudio de Metcalf y March en 1949 (89), ellos

trabajaron con abejas y mostraron para el TEPPy el Paration una corre­

lación entrn sintomas a'inhibición de la ChEgen general un 50%de inhi

bición conduce a la hipcremitabilidad,un 65%al Knock down, un 90%a la

postración,y un 98%a la muerte.
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Chamberlain y Hoskins (86} usaron 18 organofosfatos en la cucaracha

americana e hicieron observaciones in vivo. Sus datos mostraban que

compuestos rapidamente tóxicos como el TEPPy el Paraoxon inhibian la

ChE en un 9U%en 3U minutos para una dosis cercana a la LDSU,en cambio
compuestosmás lentos comoel Paration causaban inhibición significativa
despues de horas de haber sido tratados. Notaron que la ChEde las cuca­

-rachas tratadas se recuperaban -rápidamente cuando eran tratadas con
dosis subletales de TEPP. Más tarde fue denostrado que la ChEde insectos

intoxicados podia recuperarse rápidamente no sólo en el caso del TEPP(9u}_

sino para el Malation también (91} y el DFP(92).

Estos resultados demuestran la enorme diferencia de rapidez con que se

recupera 1a ChEen insectos respecto a la de‘mamfferos. l .
La recuperación de la ChEde insectos in vitro es despreciable después

da la inhibición por organofosfatos,sin embargoen mamíferos se encuen­
tra una recuperación espontánea significativa.
La diferencia entre la recuperación in vivo e in vitro no se puede
atribuir a una distinta naturaleza de la enzimainhibida.

Si la ChE de mosca es inhibida in vivo y luego las cabezas son homogeni­
zadas,el comportamiento de la ChEes tal cual el de la enzima inhibida

in vitrogno se recupera espontáneamente,puede reactivarse por oximas, y
muestra aging (92}.

Por lo tanto la diferencia debe atribuirse a algún factor presente in vivo
pero no in vitro. Mengle y O'Brien (92} demostraron que las moscas sobre­

vivientes de la intoxicación contenían un factor capaz de inducir la re­

cuperación de la ChEinhibida.Este factor era muydébil;pues desaparecia

'de los homogenatos a los 3Uminutos de permanecer en el frío,y deberia

estar ausente en las moscas muertas. Por otro lado Neubert et al. (93}
encontraron un factor reactivante en suero de mamíferos.

La acetilcolina (ACh) no es tóxica para los insectos (94} (95} y no es

efectiva contra la tranSmisión sináptica de los insectos (96}, en cambio
en los mamíferos es tokica e interrUmpe la sinapsis.

Sin embargo no se puede dudar de la posibilidad de que la AChestá presen­

te en insectos,puas estudiOs hechos en abejas y moscas combinando

cromatografía y ensayos farmacológicos lo han demostrado (97} (98}.

El fracaso de la AChpara matar o para interrumpir la conducción ner­
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viosa en insectos se explica por la existencia de la barrera iónica que.
protege su sistema nervioso.

En los mamíferos se acumulan peoueñas cantidades de AChcomo resultado

de la intoxicación por OPy ésta es el resultado_de la interrupción

nerviosa.
En los insectos se pueden producir grandes acumulaciones de AChpor tra­

' tamiento con dosis masivas de organofosfatos,por eJ. usando TEPP:

10 ug por mosca se hallaron aumentos de 21,2% en AChen cabezas de moscas

(Sul. Existe actualmente evidencia en favor de la cadena causal de

eventos en el envenenamientopor 0P en insectos: l} inhibición de la

ChE,2)acumulación de ACh,3}interrupción del sistema nervioso (pro­

bablemente por despolarizeción causada por la ACh}v 4} finalmente la

lmuerte. Los estudios hechos desde 1947 a 1949 condujeron a que la muerte

por la acción de los OP en insectos era debida a la inhibición de la ChE

(88} (89}. Hasta ahora no hay evidencia significativa en contra de

esta teoria,nadie ha demostrado otro sistema que sea inhibido en el

envenenamiento en forma tel que sea de importancia demostrable para el

insecto. Engeneral debería haber una relación directa entre la inhibi­

ción in vivo y la toxicidad.

La ChEha sido encontrada en todos los insectos adultos y larvas estudia­
das hasta ahora.

Lord'y Potter Fueron los primeros en sugerir que otras esterasas además

de las ChEpodían ser importantes en el envenenamiento por OP (99} (lOQ).

Se creyó en primera instancia que la AChno ene tóxica para los insectos

pues en dosis masivas de 1000 mg/kg no mataba (94),en cambio en mamíferos

tenía una LDSUen ratón de 2o mg/Kg (lulj,y otros compuestos como la
prostigmina y la atropina tampocoeran letales para los insectos.

Esta argumento en contra de la "hipótesis de la ChE"se resolvió
cuando se vio oue la AChno endógeno fracasaba en su entrada al cordón

nervioso o al sitio de acción debido a la barrera iónica que lo cubre.



-41­

Esto lleva a explicar también porqué puede fallar la atropine como

antídoto para los insectos,ye cue-tiene un pKa=9,3 y a un pkh? estará
en un 99,5% ionizada.

Metcalf (102} y Asperen (103) usando cOmbinaciones de sustratos e inhibi­

dores demostraron en insectos (abejas,moscas,y cucarachas} que contenían:

ajuna AChE.cuyaspropiedades en muchos aspectos son iguales a la de los

mamiferos,b) una aliesterasa que es lábil e insensible a la eserina pero
sensible a los 0P,c} una esteresa aromática que es insensible a la eserina

y e los 0P y está preferentanente en el cuerpo y no en la cabeza de la

abeja y cucaracha.

Si_se requiere hacer estudios de inhibición con algún grado de especi­
ficidad no se podrian user sustratos aromáticos pues las tres enzimas

podrian hidrolizar éSteres aromáticos.

Trabajos de ven Ásperen y Oppenoorth (104] concluyen que las aliesterasas

no son un factor importante en al envenenamiento por ÜP. l

Otros mostraron que la aliesterasa se inhibIe cOn TDCPy no afectaba a

la ChE,ésto se hizo con moscas y no mostraron signos de envenenamiento.

El TOCPusado a una dosis de 9U ug/mosca no afectaba la ChE (luS).

Probablementela razón porque se inhibe tan rápidamente la aliesterasa

en mosca sea que está en un 96% fuera del SN y por lo tanto más dispo­

nible para la inhibición,en.contraste al 91%de la ChEque está dentro

del SN (105). a
Para buscar la cause de muerte precisa de los insectos por los 0P a

través de observaciones realizadas en.insectos se deba decidir primero:

la) qué es muerte,y b) quá.tipo de datos pueden establecer su causa.
Con los insectos el criterio de muerte amenudousado es la ausencia de

movimiento espontáneo o inducido (ese estado puede representar una

parálisis por lo que no es un buen criterio).0tro sería el cese res­
piratorio medido como consumode oxigeno pero en este caso puede ser que­

los tejidos continúen respirando aún cuando el organismo cano un todo
esté muerto.
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Si la lesión primaria es inhibición de una enzima,fisto conduce madiata

o inmediatamente a la lesión terminal (la que también sería bioquímica

si el cese respiratorio fuera el criterio}.
Entre la lesión primaria y la terminal habrá en la cadena causal numero­

sos pasos, por_ej. en mamíferos la lesión primaria es la inhibición de

le AChE,yesto lleva a dos causas fisiológicas: bloqueo nervioso y falla

'en el aparato respiratorio, luego anoxia y Finalmente la muerte .

En insectos todavia no está aclarado la sucesión de pasos en la cadena

causal que conduce a la muerte por compuestos UP ni carbamatos.

XI) LA UÏHCHUCA Y LA ENFERïÉQfiD DE CHRGAS-MAZZA.I

Comotodos los insectos el cuerpo de la vincñuca está compuesto de tres

regiones:cabeza,tórax y abdomen. Exteriormente se puede observar que en

la cabeza posee los órganos sensoriales,en el tórax están insertados

los_órganos locomotoras y en el abdomen,e1 aparato reproductor y las

aberturas respiratorias (espiráculos).
La cabeza es alargada,fusitorme en le mayoria de las especies.Posee un

par de ojos compuestos,que son globosos y salientes,unpar de ojos simples

(ocelos) y un par de antenas que son los órganos receptores de sensasiones.

Comocontinuación del extremo anterior de la cabeza pero normalmente ple­

gado.sobre la parte inferior,se observa una especie de pico recto,denomi­

nado rostro,el cue es tan largo cano la longitud total da la cabeza.

En la care ventral del tórax se insertan las patas que son delgadas y ra­
lativamente lorgns.Gran parte del dorso del abd0menestá cúbierto por las

alas.0ueda descubierto el conexivo,que es el reborde que rodea el abdomen

y se destaca por mostrar manchatransversales claras.

La Vinuhuca es un hrmíptero'de la Familia de los Redúvidos cue se carac­

terize entre otras cosas por tener su rostro racto,corto y dividido en
tres segmentos.

Haymás de un contenar de especies de vinchucas;de ellas,16 habitan en

nuestro pais,pero no todas tienen importancia epidemiológica en la
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transmisión del Irygnnosomecrg¿¿,que es un parásito unicelular microscó­

pico,egente causal de la Enfermedad de Chagas-Mazza.

Ungrupo de especies tiene hábitos silvestres y os vector del tripenoso­
ma entre los mamíferos selvajes.Utro grupo suele invadir la zona parido­

miciliaria,estableciéndose en gallineros,corrales,conejeras,etc;se ali­
mentan sobre los enimales domésticos,participando en la transmisión del

parásito al perro,geto y otros mamíferoseue se crían cerca de las vivien­

daszestas especies de vinchucas están muycerca del hombre,pcro no llegan
a invadir sus viviendas y por lo tanto no se alimentan sobre el ni le
transmiten la enfermedad.

En'nuestro pais hay una sola especie de vinchuca que convive habitualmen­

te con el hambre en el interior de las viviendas y se alimenta con su

sangre: es el TriatOma infrstens llamado popularmente chinche gaucha o

simplemente vinchuca. En esta especie se han llevado a cabo los estudios

del presente trabajo.

has vinchuces se reproducen por huevo.La hembra pone hasta 200 huevos en

su vida,que son de forma eliptica y de color blanco cuando son recien

puestos. Luego este color va cambiandoe rosado al adelantar el desarro­

llo del embrión cuya evolución completa depende de la temperatura , 15

dias en óptimas condiciones de laboratorio y hasta 50 dias en la nature­

leza.Los huevos son depositados en zonas ocultas. Desde que sale del huevo
hasta que alcanza el estado edulto,el insecto experimenta una‘serie de

transformaciones (metamorfosis holomorfa),que tiene una duración variable

,en'relación con la temperature,la humedady la alimentación.
Al nacer,el insecto tiene unos 3 mmde largo y es parecido al adulto pero

carece de elos y no está diferenciada sexualmente. Unas semanas después

esta ninfa I muda de piel y aumenta de tamaño pero sigue careciendo de

alas,estas mudesse repiten en número de cinco,y cada una de ellas da

origen a una ninfa cada vez mayor.Con la última muda aparecen les eles

y el insecto adquiere su aspecto definitivo de adulto con la correspondien­
te diferenciación sexuel. Todo este proceso dura alrededor de 7 meses en

condiciones óptimas,la vida del insecto adulto es de unos 15 meses.

El adulto mide 2.5 cm ó 3 cm de largo,siendo el macho algo menor que la

hembra.La vinchuca es hemetófeg; desde que nace y o traves de todas les
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etapas de su desarrollo. Se alimenta exclusivamente sobre animales de

sangre caliente. Le vinchuca adulta puede chupar hasta 0,5 m1 de sangre

por vez,pero le resistencia al ayuno es notable,la ninfa del primer

estadio puede vivir hasta 3 meses sin alimentarse y la máximaresisten­

cia se encuentra en las ninfas del quinto estadio quienes pueden supor­
tar hasta‘QÜD dies de eyuno.

La vinchuca originariamente no está.infectada c0n el Trigan050ne eruri
se infecta cuando chupe sangre de una persona o animal ya infectado,junto

con la sangre ingiere los tripanosomas,que luego se multiplican en el '

aparato digestivo del insecto y salen en los deyecciones,que se constitu

yen por lo tanto en el vehiculo de la infección.

La Enfermedad de Chagas-Mazza o Tripanospmiasis Americana se extiende en

América desde el paralelo 42° N hasta el 45° S,en donde existen 30 millones
de persones infectadas de los cuales 5-8 millones tienen daño cardíaco

permanente. En nuestro país constituye uno de los principales problemas

de salud pública,ya que se conocen 2;5 millones de personas infectadas

de las cuales 500.000 tienen cpmplicaciones cardiacos.

La Enfermedad de Chagas-Mazza es primariamente une enfermedad rural y

asociada a condiciones de pobreza,1a infección humanapuede provenir

por contacto directo con la heces de vinchucas infectadas,ingestión o

alimentos contaminados,bebiendo leche de animales infectados,por trans­
fusiones sanguinees o en forma congénita.' *

Todas las formas ninfales del insecto y embossexos pueden transmitir ka

.enfermeded 20 dias después de haber picado a un animal infectado.
Los hombres infectados por el tripenosome permanecerán toda su vida

disminuidos ya que no se conoce aún cura ni protección inmunológica.
Por lo tanto la importancia de las investigaciones sobre el vector no

necesita-mayor aclaración. Lo mismoocurre,naturalmente,con las investi­

gaciones sobre sustancias capaces de eliminar al vector. Un Comité de
Especialistas intrrnvcioneles en el Informe tecnico N° 2G2 del año 1960

perteneciente a la Serie de Informes Técnicos de la CMS,concluyencue

los problemas más indicados para su investigación en este caso son:

ajEstudios sobre le fisiología y le biccuimica de los hemïpteros trrnsmi'

sores,c0mo fuente de información útil para su control y bjPruebns sistemá­

ticas de nuevos inuecticidns'o ye conocidoslpero no prob dos aún.
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OBJETIVOS DE EÍTE TRABAJO

Comopropósito general,esta Tesis pretende caracterizar el sistema

colinesterásico del Triatcma infestans (vinchuca) y estudiar su inhibición
dentro del proceso de intoxicación del insecto con insecticidas organo­
fosforados}

Los objetivos prcpuestos permitirán conocer con mayor detalle la

lesión bioquímica primaria producida por los mencionadosinsecticidas

en la vinchuca,vector de la enfermedad de Chagas-Mazza,cuyoefectivo

control químicoposibilitará reducir drásticamente la endemiacuyas

terribles consecuencias para el.pais son ampliamenteconocidas.

Enlo particularllos propósitos de este trabajo son:
a} Aislación y solubilización de la actividad colinesterásica de cabeza
de vinchuca . .

b) Purificación parcial de la enzimaresponsable de 1a actividad
acetilcolinesterásica con criterio toxicológico. Es decir,no llevar
el proceso de purificación hasta un muybuen nivel bioquímico,sino

buscar la_elimineción de componentes indeseables comopueden ser otras

esterasas,leidos,eventuales inhibidores endógenos,etc. dentro de un
enriquecimiento discreto de la actividad específica Frente al sustrato

acetiltiocoline.
c} Caracterización de la enzimaaislada y purificada frente a“:
temperatura,pH,activadores,inhibidores,sustratos¡estabilidad térmica,

. ,cdnportamiento electroforético en gel de poliacrilamida,y obtención

de los parámetros cinéticos característicos KMy V6 x frente a losó
sustratos acetiltiocolina y butiriltiocolina.
d) Estudio de la susceptibilidad de la enzimaaislada y purificada a
Compuestosorganofosforados,obteniendo las constantes bimolecularea de

la reacción de inhibición ki para el Paraoxon,Malaoxon,y DDVP.Se intenta
vincular la acción tóxica sobre los insectos de estos compurstos determi­

nada a través de las correspondientes LDU con las respectivas potencias5

anticolinesterásicas determinadas a través de las ki de los fosfatos in
Vitro­
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PARTE EXPERIMENTAL:

MATERIALES Y METODUS

I) MATEkIfiLlIÜLOGICO:Se utilizaron ejemplares de Triatoma infrstans

(Klug) (vinchucas) de una colonia criada y mantenida en nuestro labo­

ratorio (libres de Tripenosoma cruzi} desde el nñd 1974 y formado o
partir de ejemplares silvestres y del Insectario del Instituto del

Diagnóstico y Tratamiento del Mal de Chagas "Dr. Mario Fatala Chaven".

Nuestro Insectario mantiene exactamente las condiciones de tempera
tura y humedadrelativa ambiente (HRA)en 30° y 70%respectivamente,

tanto para los huevos camopara las cinco formas ninfales y los insectos

adultos.

En los casos en que Fue necesario se identificaron los distintos estadios
larvales según características standardizadas en nuestro laboratorio. ­
Las condiciones standard de crianza y mantenimiento del Insectario per- .

miten mayor precisión en los ensayos biológibos.

IIí OBTENCION DE LA ACETILCDLINÉSTERASA DE CABEZA DE THIATOMA INFESTANS

II a} DISECCION:Se separó la cabeza de las ninfas y adultos previamen­
te congeladas a -16°,por medio de pinzas de disección con al fin de ese­

gurar la obtención da los ganglios supra e infraesofágicos pertenecien­
tes al SNCdel insecto.El ganglio supraesofágico es el cerebro del insec­

to comoya Fuera descripto en la Sección correspondiente de 1a_Introducción.
Las cabezas fueron usadas inmediatamente o Fueron almacenadas por cortos

periodos de tiempo en congeladora a -4° hasta el momentode ser usadas.

II b) HÜMCGENIZACIDN:Las cabezas obtenidas fueron seccionadas al nivel

de los ojos compuestos por medio de tijeras de disección y luego separa.

des las antenas y el rostro en cada caso.Se colocaron en tubo de vidrio

del homogenizadorpreviamente enfriado en hielo.8e ensayoron distintos
medios de homogenización que se describirán en cado caso.

Se utilizó un homogenizador Sorvell,modelo Ünni Mixer 171U6con "pestle"

de teflon para tubos de 5 ml de capacidad.

El homogenato'asi obtenido se Filtro por lana de vidrio,reteniéndose
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los restos ouitinosos de les cabezas. El filtrado constituyó en cada ceso
la correspondiente Fracción crude del preparado colinestarósico de cabe­

za de vinchucns.

II c} PUHIFICACICN UE LA COLINESTERAÉA DE CABEZA DE TRIFTOMA INFESTANS.

Se utilizaron entre 0,8 y 1,0 gr de cabezas de insectos adultos cortadas

cOmose indicó;y se colocaron en tubo de homogenizador con ClNa 0,5 M

en buffer fosfatos 0,02MpH:7,2 (70 mg de cabezas/ml). .

Se cortan las cabezas con‘tijera de disección por la mitad para favore

cer la destrucción de la quitina y la posterior homogenizacióndel mate­

rial en el OmniMixer. Se homogenizaron en frio y se filtraron por lana

de vidrio, el filtrado fue la Fracción cruda. h
Se midió el volumen de la Fracción cruda que fue tomado como el volumen

de referencia y.se guardó una alícuota para la determinación de acti­

vidad enzimática y de proteinas.

La fracción cruda se centrifugó a 13.800 g durante 30 minutos en una
centrífuga Sorvall Superspeed 85-3 automática instalada en cámara fria.

Se separaron el sobrenadente l y el pellet I. El pellet I se tomó con

0,5 volúmenes de DDC15 mMen buffer fosfatos 0,02M pH:7,2 y se lo homo

genizó dejándolo por una hora a temperatura ambiente para favorecer la

solubilidad de las enzimas de membrana. Al cabo de ese tienpo se midió

el-volumen de la fracción y se guardó una alícuota para medir actividad

enzimática y proteinas. 5

El sobrenadante I cuyo volumen fue medido tambien se lo guardó en frio

- para medir luego actividad enzimática y proteinas.

El pellet I resuspendido y homogenizadose lo centrifugó a 10.000 g

durante 20 minutos,y se obtuvieron asi el sobrenadanta II y el pellet II.

Se midió el volumen del sobrenadante II y se guardó una eIÍCUota para

.determinar proteinas y medir actividad enzimática.

Al pellet II se lo resuspendió en un volúmenigual al sobrenedante II

de DOC15 mMen buffer fosfatos 0,02M pH:7,É y se lo guardó en frío

¡hasta la determinación de actividad enzimática y proteinas.
A1sobrenedente II se lo llevó a 10%de saturación con sulfato de amonio

sólido,cuidnndo en el agregado que no se produjeran concentraciones

locales altas y trabajando siempre en hielo. Se lo dejó SUminutos
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en baño de hielo para alcanzar el equilibrio de solubilidad y se lo

centrifugó en frio a 10.000 g durante 20 minutos. Luego de ésto se

obtuvieron el sobrenadanta III y el pellet III . Se midió el volúmen
del sobrenadante III y se guardó una alícuota para la posterior medi­

ción de actividad enzimática y de proteinas. El pellet III se resuspen
dió en un volumen igual al del sobrenadante III de DUC15 mMen buffer

fosfatos 0,02MpH:7,2 y se lo guardó en frio para la posterior medición

da la actividad enzimática y de proteínas.

El sobrenadante III se lo diluyó con igual volumende agua destilada

para disminuir su densidad y luego fue llevado a 30%de concentración

con acetona. El agregado de la acatona previamente enfriada a 715°
se hizo lentamente y tratando de evitar en todo momentola producción

arde concentraciones locales altas. Se homogehizámuybien la solución

resultante y se lo mantuvo en congeladora durante una noche. Luego se

centrifugó a 18.800 g durante 30 minutos,obteniándose un sobrenadanta IV

y un pellet Iv . Se midió el volumen del sobrenadante IV y se lo guardó
en Frío para la medición de la actividad enzimática y proteinas.

El pellet IV se lo resuspendió en 0,17 volúmenes de ClNa 0,5M en buffer

fosfatos 0,02MpH:7,2. Se midió la actividad enzimática en esta Fracción
purificada y su contenido proteico.

Esnuamadel procggggoe purificación:
CRUÜÜ

18.800 9/30 min.

P(I) s (I)
DOC-buffer

10.000 9/20 min.

s (II) _ ' P (II)

A 10% SOa(NHAJ2(56 mg/ml)
10.000 g/20 min.

a (III) P (III)

A 30% Acetona
18.800 9/30 min.

S (IV) P (IV) Fracción purificada

(en 0,17 volúmenes)
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II d} ELECTPDFÜHESIS EN GEL DE PULIACRÏLAUIDA

Para las corridas electroforétioas se utilizó una fuente de poder
Bio Had modelo 5UUy'una celda electroforética Bio Had modelo lSu A

circular de acrílioo con camisa de circulación de agua y 12 alojamientos

para tubos de 12,5 om de largo y 0,7 om da diámetro externo o para tubos

de 7 cm de largo y 0.7 cm de diámetro externo .

.Los geles Fueron preparados con acrilamida (monómero},bisacrilamida

(comonómaro},temed(acelerador},persulfeto de amonio (catalizador) y

Tris de Merck. Las soluciones stock para 1a preparación de los geles sa

llevó a cabo según Davis B.J. Am.N.Y.Acad.Sc.,121,4u4,1964.

Las soluciones stock se filtraron y se almacenaron en frascos de vidrio
color caramelo en refrigerador a 4°,sirviendo de esta manera por varios

meses.

Solución stock A: ClH lN z 48 ml

Tris : 36,6 gr

TEMED 2 0.23 ml

Agua dest. :‘csp 100 ml

pH: 8,9

Solución stock C: Acrilamida g 28,0 gr

Bisacrilamida:0;735 gr

Agua dest. : 100 ml

Para realizar el gel de corrida,se preparó la solución de trabajo en

.el dia de la siguiente format I l

gglugion de Trobajggpgra gel de corrida de 7% de ggrilamido:

Solución A ;'l volumen

.Solución C : 2 volúmenes SOLUCIONDE PÜRÜ CHICO

Agua dest. : 1 volúmen (I)
pH: 8,9 (8,8-9,0}

PersulFato de Amonio:0,14 gr SOLUCIONDE FOROCHICO

Agua dest. : 100 ml . (II)

Se combinaniguales volúmenes de las soluciones (IJ y (II) y se vierten

an los tubos da vidrio pura electroforesis.
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Preggroción de gel de poro grueso:

Solución stock B: Solución stock D:

ClH lN : 48 m1 Acrilamida : 10 gr

Tris r 5,98 gr Bísacrilamidaz2,5 gr

TEMED : 0,46 m1 Agua dest.: 100 m1

Agua dest. : csp 100 m1 i

pH;6,7

Solución stock E : Solución stock F :

Riboflavina : a mg Sacarosa : 40 gr

Agua dest. : 100 m1 .Agua dest. z 100 m1

E1 gel de poro grueso se prepara mezclando:

1 parte de B + 2 partes de D e 1 parte de E + 4 partes de'F

'sé vierte sobre el gel de poro fino polimerizedo y se inicia la

fotocatálisis iluminando los tubos por medio de tubos fluorescentes.

Preparación de los geles:
Los tubos de electroforesis son lavados perfectamente con Extran con

el fin de desengrasarlos y luego fueron enjuagados con abundante agua

destilada ,se los secó con papel de filtro por afuera y.se escurrieron

perfectamente sus paredes internas.

se colocaron en el extremo inferior de los tubos unos tapones de goma

“ad hoc" y se los colocó en el rack para gelificación cuidando que

quedaran nivelados respecto a la mesa con los tornillos niveladores.

Así dispuestos los tubos,se proceda a llenarlos con la solución de

.trabajo recien preparada. Para los tubos de 7 cmde largo,se'los llenó

con 1,5 m1 cada uno.A1 cebo de 30 min. o 60 min.,según el estado del

catalizador (persulfato de amonio}se gelifíca 1a poliacrilamida dentro
' de los tubos.

Antes que gelificaren se les agregó una gota de agua en 1a parte supe­

rior de cada gel con cuidado de no renovar la solución de acrilamida,

con el fin de lograr una superficie suave y lisa al gelificar,y que el

menisco se formara sobre la gota de agua y no sobre el ge1.Esto permi­

te una mejor corrida de las bandas proteicas y una mejor resolución en
el gel.
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Despuésde galificados,los tubos sa invirtieron sobre papel absorbente

secándose su interior para quedar listos para su uso o previo agregado
del gel de poro grueso. I ­

Preparación del Buffer stock de corrida:

THIS g 6,0 gr

Glicina ¿28,8 gr

¡Água.dest. : csp l lt

pH: 8,3

Se debe envasar en frasco colar caramelo y a 4° para una duración de varios

meses.

La solución-stock del buffer se diluyó 1/10 antes de ser usada en los
¡compartimentos.electródicos. - h z

“Ss pueden correr hasta 12 muestras con 500 ml de buffer dilu1do 1/10 antes
de sar descartado;

Jamás sa deben mezclar después de una corrida el buffer dal compartimento

anódico con el del catódico.

Preparación de las muestras:
Las Fracciones crudas o purificadas de homogenatos de cabezas de nuestras

vinchucas se obtuvieron con DOC15 mMen buffer Fosfatos pH:7,2 0,02M,

y se csntrifugaron a 10.800 g por BUmin.

Estos sobrenadantes fueron mezclados con una solución de sacarosa 40%_:

para aumentar su densidad antes de ser sembrados sobra los geles de corrif
da. Se sembraron muestras de una concentración final de sacarosa entre

10-39%y que contenían a razón de 2,5 cabezas de vinchucas por gel.
Corridgfglectroforética:

Se colocaron los tubos con los geles sn los alojamientos correspondientes
en la cuba electroforética y se llenaron con el buffer 1/10 el recipiente

inferior(anódico} y el recipiente superior(catódico}.
Se cuidó que no quedaran burtuJas de aire en la parte inferior de los

geles,para lo cual se les colocó una gota da buffer después de sacarles

las gomitas que los tapaba y antes de sumergirlos en el buffer de la celda

anódica.
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Así dispuestos,se procedió a sembrar las muestras que habían sido pre­

viamente preparedas,no sembrando más de 0,2 mg de proteinas por gel.

La siembra se hizo con microjeringa Hamilton de 50 ul a través del

buffer de la celda catódica. Las muestras quedaron-directamente sobre el

gel de corrida debido a que se aumentó la densidad por la sacarosa.

Cono colorante trazadur se agregó 2 m1 de Azul de broma Fenol(0,001%)

.en el recipiente catódico(-},o bien una gota de ABFenolmezclado con
cada mueStra individualmente. El ABFenol tiñe a la Albúmina ( que es

la fracción protelca de mayormovilidad electroforética} y el colorante
libre correrá adelante solo.

Se conectó le celda e la Fuente de poder con el.polo (-} arriba y el polo(+)

abajo y se aplicaron 2 mApor tubo hasta que la muestras entraran en gel,

luego se aplicó 5 mApor tubo y se trabajó a corriente constante en con-'
diciones de refrigeración para evitar inactivación de la enzimapor el'

calor producido por efecto Joule.

La corrida se interrUmpió cuando el colorante ABFenolllegó e 5 mmdel

extremo inferior del gel.

Tinción gara proteinas de los geles después del desarrollo electroforfitico:
Los geles fueron extraídos de los tubos de la siguiente forma:

Se inyectó agua entre la pared interna del tubo y el gel por medio de una

aguja y una Jeringa,lubricándose de esta forma el gel que se deslizó

suavemente al retirar la aguja sin que se le hubiere provocado daño alguno.

El reyelado de proteinas se realizó con Uvasolución formada por:

Amido Schwartz: 1 gr

Acido acético 7%: 100 ml

Los geles se sumergieron en la solución de tinción por 30 min., luego de
lo cual se recuperó el colorante y se lavaron los geles con agua de la

canilla por unos minutos.

La decoloración de los geles se llevó a cabo en Acetico 7%,reemplazando

la solución Frecuentementepara acelerar la decoloración que puede llevar
dos o tres días.

Unaalternativa interesante fue llevar a cabo la decoloración electrofo­
réticemente.colocendo los geles en los tubos de decoloración cue son de
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un diámetro interno mayor o los tubos de corrida,tal que permiten la
entrada de los geles.La parte inferior de estos tubos está semicerrada

de modo que los geles no caen,pero permite a su vez la camunicación con

la solución del recipiente anódico (+).

Se colocó solución de acético 7%en ambosrecipientes electródicos y se

conectó a'la fuente a corriente ccnstante,5 mApor tubo y_a1 cabo de

a5 minutos se terminó le decoloracion,habiendo pasado el colorante o la
celda anódica; . I i

Egvelado de la Actividad colinesterLSica en los goles:
MétodoI: Se utilizó una adaptación de la técnica de Koello modificada

por Tsuji (106 j. '

Erggggigiggtgzl) Se preincubaron los geles extraídos de los tubos después
de la corrida electroforética en la solución buffer de revelado para

acondicionarlos sl pH de revelado de la actividad enzimática. .
La preincubación se hizo por 30 min. cambiando el buffer acetato 0,1M

pH: 5-6, dos o tres veces.

2} Se incubaron los geles en una solución formada por:

Solución de Cobre-Glicina: l ml

( 3,75 gr de glicina, 2,50 gr de sulfato de cobre y 100 m1 de agua dest.)
Etanol absoluto: l ml l

Buffer acetato Ü,lM pH: 5-6 - 8 ml

Ioduro de. ATC : '30 mg

o

loduro de BTC': 40 mg
Se disolvió el I ATCo el'I BTCen unas gotas de agua dest. y se le egre­

gó la mezcla de solución de Cobre-Glicina+Etanol abs.+BuFFer Acetato.

Se incubaron los geles en esta solución en baño termostetizudo a 35°

durante a horas. Al cabo de este tiempo apareció una banda blanca de pre­

cipitado cuproso del complejo ioduro de cobre-tiocolino,en el lugar donde

migró lo enzima.

3) Se procedió a levar los golea en buffer acetato 0,1MpH 5-6 durante
una hora.
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4} El revelado se llevó a cabo en solución de Ferricianuro de potasio 3%

durante 15 min.,apareciendo bandas marrones de actividad enzimática, o en

solución de sulFuro de amonio dilu1do,durante l min. en cuyo caso las bandas

'aparecieron color pardas o negras.

5} Se lavaron los geles muy bien con agua y se guardan con agua en tubos

de ensayo tapados para evitar que se secuen y distorsionen . ,

'Mótodo II: Se utilizó una adaptación de la técnica de Booth y Metcalf (107 }
que utilizan la solución de Gomori G. ( 108 J.

Erocedimiento:

Solución stock: SUaCu.5H20: 0,3 gr
Glicina : 0,375 gr

C12Mgrófi2ó : 1.0 gr
Acido Maleico: 1,75 gr

DHNa lN : 30,0 ml

H20 dest. : 170,0 ml
pH: 6 (controlar con pHmetro}

Solución de incubación:

Se pesaron 20 mg de I ATCy se disolvieron en unes gotas de agua y se le

agregó lO ml de la solución stock.

Una alternativa fue usar PTA,80mg disueltos en 3 m1 de acetona o alcohol
absoluto y luego agregarle 27 ml de la solución stock para dar una suspen­
sión lechosa.

l) Se preincubaron los geles durante 30 min. en la solución stock.

2) Se incubaron en la solución de incubación durante 4 horas.
3) Se lavaron los gelescon agua durante l hora.

4) Se incubaron en una solución de sulFuro de amonio amarillo dilu1da en

70%de etanol,lo que mejoró la penetración en el gel y aparecieron las

bandas de actividad de color pardo o negro.

5) Se lavaron los geles en agua y se guardaron en tubos de ensayo con agua

y bien tapados.

MétodoIII: Se utilizó una adaptación de la_técnica de Jameson et al.(-109 J

Utiliza comosustrato elatNaftil Acetato (aNA)oua se copula con el Fast

Blue RRy revela actividad esterásica en general.
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Procedimiento:

1} Se preincubaron los geles durante 30 min. en solucion buffer Tris-ClH

0,2M pH 7,0

2} Se incuberon en una solución Formada por:Ï

elfa-Naftil Aoetato(Sigma Chem.Co.) z a mg

. Etanol absoluto : l ml

_BuFFer Tris-ClH 0,2M pH: 7,0 : 9 ml

i Fast Blue B (Sigma) : lO mg

La solución se preparó en el monento de proceder a revelar pues de lo
contrario se obscurece.El alfa naftil acetato se disolvió en el etanol

absoluto y el Fast blue B en el buffer x luego se mezclaron._
Se incubaron los geles en esta solución durante una hora en baño terños­

tático e 30°. i

3) Se lavaron los geles con solución de ácido aoético‘15% (v/v} durante
15'm1n.

4) Se almacenaron los geles en acético 2%.

Inhibición de le actividad colinesterásica en gel:
En todos los casos y utilizando cualquiera de los métodos de revelación,

para llevar a cabo inhibición anzimática,se procedió a agregar el o los

inhibidores en la concentración recuerida tanto en los medios de preincu­

bación comoen las soluciones de incubación,a la misma concentración en

ambos cas os .
. -5 -5 '

Se usaron como inhibidores Eserina 10 My Paraoxon lO Mde concentración

final.
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III} MEDICION DE LA ECTIVIUAD CULINESTERASICA

III a) MEJÜUO CINETICU ESPECTHUFÜÏOMETRICO

Se utilizó un espectrofotómetro UV-visible Varian 634 de doble haz,con
un registrador Varian Modelo20 acoplado. Se u5aron celdas de cuarzo de

0,5 cm de paso óptico. Se aplicó una adaptación del método de Ellman ( 110 j.
Se utilizaron los siguientes reactivos: ácido 5,5' ditiobis-2-nitrobenzoico l

(DTNBJ-oreactivo de Ellman (Aldrich},ioduro de ATC(Fluka),ioduro de

BTC(Sigmaj,tiopropionato de etilo (TPE) (Aldrichj,Feniltioacateto (PTA)

Fue sintetizado en el laboratorio según Booth y Metcalf R.L. Science 170,

455,1970b). Se tomaron 5 m1de tiofenol(Benceno-tiol} y se enfrieron

en baño de hielo,Qe agregó lentamente y agitando 7,5 ml de anhidrido
acético. Se dejó en paño de hielo aproximadamente 2 horas y_luego a tem­

peratura ambiente(por una noche}. Se destiló a presión reducida 5-6 mm

de Hg),intercalando una trampa de ÜHNasólido. Se recogieron dos Fraccio­

nes,una hasta 70° y otra que destiló entre BO-BB‘.

Se tomóunagota de la segunda fraccion y se medió el índice de refracción

nÉZ-l,55934. Se tomó esta fracción con 813CHy se lavó rábidamente con 1%de

DHNados veces. La capa clorofórmica se secó con SOaNa2anhidro y se

eveporó el 013CHen corriente de nitrógeno. El residuo se_destiló a
presión reducida (4-5mmde Hg},y comenzoa destilar a 88°(1a mayor parte

lo hizo a esa temperatura),destilando el total entre 88°-90°.

Se hizo un control por índice de refracción que dio: nÉ2-1,56805
22

(en bibliografia es nDml,5706} y se controló por TLCcon ClaC-acetato
Ide etilo (50:1) y cromatoplaces Merck de silicagel GF,dando un RF-0,31

(bibliografía: RFde tiofenol-0,67;Hf de feniltioacetato=0,38; RFdel
ácido tioacótico=0,2aj

Se hizo un control bioquímico del c0mpuesto utilizándolo comosustrato
de esterases de sobrenadantes microsomales de higado de rata,y con prepa­

rados de esterasas de huevos de vinchucas y dio una muy buena actividad

enzimática usando el cronógeno DTNBdel método de Ellman.

Finalmente se consideró el producto obtenido comopuro.
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Se preparó una solución de buffer-cromógeno pesando 10 mg del ácido 5,5L

ditiobis-Z-nitrobenzoico en IUOm1 de buffer'FosFatos 0,2M pH_7,2.

Se conserva a 4° varias semanas y se usó frasco color caramelo.

La solución de ioduro de acctiltiocolina 12 mMse preparó pesando 34,7 mg

en 10 ml de agua dest.,1a solución de butiriltiocolina 12 mMse preparó

pesando 38 mg en 10 ml del ioduro de BTC, la solución de feniltioacetato

20 mMse preparó pesando 30,4 mg en lO m1 de etanol absoluto,-y se pesó

40 mg de tiopropionato de etilo que se disolvieron en unas gotas de etanol

para luego llevarlo a 10 m1 con agua dest.

Erggggimiento:

Se colocó en la celda de cuarzo de 0,5 cm de paso ópticoj 1 m1 de la aolu­

ción de bufferbcromógeno y 0,05 ml de preparado enzimática agregando

“"finelmante'0,05 ml del sustrato con lo cual comenzóla reacción enzimática

que se registró cronometrandola lectura directa del espectrofotómetro o

midiendo las pendientes en el registrador acoplado.

En la celda de referencia se colocó buffer-cromógeno y sustrato,descon­
tándose de esta forma la autohidrolisis del mismo. Se hicieron también

las correcciones debidas a la liberación de color no especificas por

componentesdel preparado enzimático,incubando el tejido en buffer-cromo

genosin sustrato.

El producto de la reacción es el anión 5-tio-2-nitrobenzoico que es alta­

mente coloreado (Em: 13.600 a 412 nm).
Se calculó la actividad de la siguiente forma:

. 3

nmoles de sustrato hidrolizado ' AAbs/minx 1,1 x 10­
Act.- min. 13,6

nmoles de sustrato hidrolizado
min. x mg de proteínasAct. especifica ­

Definimos UNIDADENZIMATICA: la cantidad de enzima que hidroliza 1 nmol

de sustrato por minuto a 22° y a pH 7,2 .

III b) ÚETODÜCINETICÜ TITHIHETHICÜ

Se usó un titrimetro Hadiometer tipo TTTla con escala externa de rango

de pH 6,UO—B,UO(divisionesde 1a escala:0,01 pHJ,con un titrIgraFo
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acoplado Radiometer tipo SBR2/5 BUl . Se utilizaron un electrodo de vi­

drio y otro de calomel y agitación magnética.

La solución titulente fue OHNaÜ;UÜl N preparada en el dia con agua bidas­

tilada libre de c02.¿ partir de una solución'valorada de OHNa0,1N.
El titulante se debe controlar con una solución de Ftalato ácido de pota­
sio. La lectura de pH del aparato fue controlada cada vez con buffer Radio­

'meter pH6.5 y buffer Ftalato ácido de potasio pH 4,00. Para el titulante

se utilizó una burata-jeringa Agla de 0,5 m1.
Procedimiento:

Después de chequear la lectura de los electrodos con los buffer menciona­

dos,se_colocó en un vaso de vidrio de lÜ ml;3 ml de agua y Biaml de pre­

parado enzimático (el pH da los hemoganatos_crudos en ClNa 0,5M es 6,5}.

Se colocarohr, electrodos en la solución y_se ajustó el titrigrafo en

prstat programandoen el titrimetro las siguientes condiciones de opera-­
ción: pH Final 7,2 ,Proportional band en 0,3 } Range 20° , Delay of shut-CFF

en 90, Selector en: UP-Scale y en el módulo graficador se ajusta:
Recording en DN,comenzandoasi la pretitulación es decir llevando la

solución enzimática al pHfinal de la titulación.
Hechoesto,se debió comprobarla posibilidad de liberación espontánea de

ácido a partir de la solución enzimática,para lo cual se dejó el equipo
unos minutos Funcionando. En el caso en que ocurrió liberación de ácido,

se graficó y luego se dedujo_dal valor de la actividad enzimática en pre­

sencia de sustrato para obtener el valor real. _
Despuésque el titrigrafo graficó por unos minutos las lecturas de la

solución sin sustrato,se agregó 1 ml de ACh10-3Men la solución agitada

magnéticamente. Se barrió la superficie de le solución con un suave flujo

de nitrógeno para evitar durante la titulación cualquier influencia debida

al 002 . Se dejó el titulador automático funcionando aproximadamente 5 min.
en cada ceso,dapendiendo el tiempo de titulación de la actividad que se
estuviera midiendo.

Durante toda la operación se puede seguir el agregado de titulante direc­

tamente en el pH—metroexterno o indirectamente en la curva del titrigrefo,

notándose inmediatamente cualquier enumalia.
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Cálculo de la actividad: La titulación se hizo con una bureta-Jeringa Agla

de 0,5 ml y el titulante Fue 0,001N,es decir que 1a ordenada del papel

registrador se recorrió totalmente de 0-100%con el agregado de 0,5 umolcs

de OHNa.La ordenada de la curva del titrIgraFo indicó en umoles la can­

tidad de DHNausada en cada caso,en cambio la abcisa indicó el tiempo en

minutos ( velocidad del registrador 10 mm/min.}.

'La simple lectura y la correspondiente conversión dio en cada caso la

actividad colinesterásica expresada en :

nmol de ácido liberado
ACt' . min.

nmol de ácido liberado
min. x mg de proteína

-.Act. específica =

IV} CARACTERIZACICN DE LA ACTIVIDAD CDLINESTEPASICA

IVaJ CURVAS DE ACTIVIUAD ESPECIFICA vs CONCENTRACION DE SUSTRATD

Se prepararon soluciones de ATCy BTC de 0,12mM;l,2 mM;12 mM;120 mMy

240 mMcon las cuales se cubrieron las concentraciones finales desde 1,09 10-6M

hasta 2,18 10.2Mde los sustratos mencionados.

Se incubaron las cantidades adecuadas de las soluciones de los sustratos

ATCy BTCcon el preparado crudo en solución de buffer-cromógeno a 22°:

1,00 ml de buffer-cromógeno

0,050 m1 de preparado enzimática

0,050 m1 de ATC o BTC

Se registró la actividad enzimática por 5 minutos y se calcularon los :
nmoles de sustrato hidrolizadbs/min. x mgde proteínas comose describiera

para cada concentración de sustrato,descontando la autohidrólisis de los

sustratos y el blanco de preparado enzimático (sin sustrato presente}.
De igual manera se procedió con el preparado purificado,el cual se

diluyó previamente con ClNa 0,.M en buffer fosfatos 0,02M pH 7,2 para que

diera una actividad de aproximadamente 0,050 ÁAbs/mincon una concentra­
-4

ción final de ATCde 5,05 10 M.
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La dilución del preparado purificada utilizado para su caracterización Fue

de 52 ug/100ul de proteínas. I

Finalmente se graficaron las curvas de actividad específica en nmoles de
sustrato hidrolizado/min x mgde proteínas vs pS ( logaritmo negativo de

la concentración molar da sustrato) para los sustratos ATCy BTCfrente

a los preparados crudos y purificados da le AChEde cabeza da vinchuca.

IV b} DETERMINACIONDE ngy de Vmax_.

Se calcularon los valores de l/v y de l/S para los sustratos ATCy BTC

para h0mogenatoscrudos y preparados purificados.

Los resultados-se expresaron de acuerdo al método de Lineweavor y Burk (lll)

y graficamente se calcularon los valores de.K+ y de Vñax.
Para_los homogenatos crudos se utilizaron concentraciones de ATCy de BTC
gue Fueron desde 10-5M hasta 5,45 10-4M,en cambio para los preparados

purificados se usaron concentraciones de sustratos desde 5,45 lO-GMhasta

5,45 10-4M.

IV c} CURVAS DE ACTIVIDAD vs pH

Se prepararon una serie de buffer fosfato 0,2M de pH 6,0 hasta pH9,0 y

se ensayaron con preparados crudos y purificados frente a ATC.

Todos los puntos fueron medidos por duplicado agregando la enzima a la

mezcla de sustrato y buffer-oronógeno y midiendo enseguida la actividad

enzimática,la otra serie Fue incubada la enzima con el buffer-cromógeno

por 20 min. antes de agregar el sustrato (ATC).
Los resultados obtenidos de las dos maneras Fueron graficados comoactivi­

dad porcentual vs pH,considerando como100%a la actividad a pH 7,2,no

percibiéndose diferencias.Se usó el método de Ellman ya descripto para ATC.

Las curvas de actividad vs pH utilizando AChc0mosustrato se realizaron I

por ek método titrimétrico ya descripto,para lo cual se procedió de igual

manera a la descripto arriba sólo que las soluciones de enzima en agua
fueron llevadas antes de comenzar a medir la actividad a los valores de

pHoue se estudiarían: pH;6,5;6,7;7,0;7,2;8,0;y 8,6. .
Se tuvo muyen cuenta en descontar la autohidrólisis del sustrato (ACh)

sobretodo a valores de pH mayores a 7.2 .
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IV d) CURVAS DE ACTIVIDAD vs TFHPFRATUHA

Se incubaron a distintas temperaturas volúmenes medidos (1,050m1) de

buffer-cromógeno y sustrato,y una vez termostatizados sa agregaron 0,050m1
de hañogenatos crudos o purificados. Deutilizaron celdas termostatizadas

para mantener la temperatura de incubación durante la medida espectrofoto­

métrica. Las lecturas de actividad enzimática se registraron durante 3 minu­

tos. Eos datos Finalmente se graficaron cono actividad porcentual vs tan­
peratura,t0mando camp 100%la actividad a 50° para los hemogenatos crudos

y en el caso de los preparados purificados el 100%correspondió a la
actividad a 45°.

IV e} TIEMPO DE IÑACTIVACIUN A TEMPERATURA CUNSTANTE

Los preparados enzimáticos crudos Fueron incubados en un bano termostático

a 50°,y a tiempos fijos se retiraron alícuotas a las que se les midió la
la actividad frente a ATCy BTC,dela manera que fuera descripta ya para

el método espectrofotométrico.

Demanera similar se procedió para el preparado purificada pero la tempe­

ratura de incubación en el baño termostático Fue en este caso de 45°.

Los datos se graficaron comoinactivación porcentual vs tiempo de incuba­

ción .

IV FJ DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD COLINEJTERAáICA FRENTE A DISTINTCS

SUGTRATDS.

,58 prepararon soluciones de distintos'éeteres de colina que son conocidos
sustratos de colinesterasas para estudiar las distintas afinidades que

presentaban nuestros preparados crudos y purificados da T.infestans frente'
a dichos O-alquiléstores. La medición de la actividad colinasterósica

para estos sustratos se llevó a cabo titrimétricamente comoya fuera

descripto.
Preparación de las solucioneszlü-SM :

cloruro de ACh(PM: 181,66}: 1,82mg/1cm1

cloruro de BCh (PM: 2U9,7) : 2,09mg/lünl

ioduro de PCh (PM2287J : 2,87mg/10m1
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ioduro de BzCh (PM: 243,6) : 2.aamg/10n1

cloruro de APMecn(PM:195,7}: 1,96mg/10nl
Se utilizó un homogenatocrudo de una concentración de 3,3 mg de proteínas/0,3ml

'La mezcla de titulación estaba compuesta por: 3,7 m1 de agua+l m1 de sus­

trato 10-3M 0 0,3ml de hamogenato crudo - 5 m1

En el caso del preparado purificado se utilieó una concentración de:

.63 ug/SOul para estos ensayos.y la mezcla de titulación estuvo compuesta

por: 4 ml de agua + 1 ml de sustrato 10-3M+ 0,030m1 de enzima purificada- 5ml.

Finalmente se compararonlas actividades específicas para cada sustrato
en una concentración Final de 2 10-4M.

V) INHIBICICN"in vitro"

-wV-a} PROPIEDADES DE LOS INHIBIDURES

C?H5 l} Ioduro de tetraetilamonio (TEA)
_ PM: 257

I C?H5-_— -—- C:sz
' C H Este compuesto pertenece a una serie

2 5
de inhibidores que interfieren con

la unión del sustrato al sitio aniónico de la AChE.

A este grupo pertenecen también compuestos comoel Decametonio,tetrapropil

amonio,etc. El nitrógeno cuaternario ataca el sitio aniónico-evitando la
entrada del sustrato. La reacción de TEAcon la AChEdifiere de la reacción

entre la enzimay el sustrato en que no hay reacción con el sitio artivo­
esterático. El TEAutilizado en nuestros experimentos Fue sintetizado en

nuestro laboratorio de la siguiente manera:

0,1 mol de trietilamina en gran exceso de ioduro de etilo fue calentado

a baño de María durante l hora. El exceso de ioduro de etilo se eliminó

a presión reducida y el producto remanente fue recristalizado de etanol

3 Veces. El ioduro da TEAobtenido Fue caracterizado por.punto de fusión.

2) ESERINA(sulfato de eserina Sigma)
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Este tipo da compuestose une-al sitio aniónico y al sitio esterático

de la AChEen una reacción cualitativemente análoga a la reacción entre

la enzimay el sustrato . El efecto inhibitorio surge por la relativa

lentitud con que la AChEes regenerada por hidrólisis del complejo inter

mediario. Distintos inhibidores darán diferentes intermediarios y sus

velocidades de hidrólisis determinarán le duración y 1a reversibilidad de

'la reaccion .
Le aserina es.un ejemplo de inhibidor de acción corta,se una al sitio
estarático por su grupo carbamilo y al sitio aniónico por su grupo amino.

la parte catiónica del inhibidor es hidrolizada dejando la enzimacarbemi­

lada; Luego éste es gradualmente hidrolizáda pero a una velocidad mucho

menor que la hidrólisis del c0mpleJo enzimafacetilada de la reacción nor­
mel. Unuso importante de le eserina es en_estudios bioquímicos e histo­

quimicos,donde sea necesario distinguir reacciones debidas a ChEde las
debidas a otras esterasas "eserina-resistentes".

En le mayor parte da les especies una concentración de eserina lO-BM
es suficiente para inhibir in vitro toda actividad colinesterásica.

La eserine es un inhibidor muypotente pero da acción corte y es soluble
en lípidos. Tanto las sales de eserina comosus soluciones son oxidebles

por exposición e la luz y al airel de modoque cualquier solución con un
leve tinte rosado de be ser descertade.

3} Fosfatos Orgánicos:

La mayoría de los organofosfctos reaccionan con la ChEsolamente en el sitio
esterático dando una enzima-fosforilada que es extremadamenteresistente

a la hidrólisis,lo que significa en definitiva una inhibición irreversible .
Engeneral la literatura es confusa respecto a si un inhibidor en parti­
cular es irreversible o reversible,lo que ocurre es que en alguna medida

tanto la AChEfosforilada_como la carbemileda se pueden hidrolizer Espon­

táneemente.pero esta velocidad es en general extremadamente lenta y el

efecto Fisiológico de una recuperación de ese tipo puede despreciarse.

En general la AChEFosForilada es más estable que la carbamilada,pero el

grado de estabilidad depende del tipo y fuente de enzima tanto comode la
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naturaleza de los grupos elouilo unidos el fósforo.
I

i-CaH7-NH o Ü/NH-C3H7-iIl ll l

\P_0-P ISO-OMPA(pu :342,4)
_ ... ' .. H ... i103H7 NH.. NHCa7i

Es un inhibidor irreversible selectivo de la EuChEo pseudo-ChE. Es solu­
ble en agua y suficientemente soluble en lípidos comopara poder entrar

en el SNC. Presenta considerable diferencia en las especies en lo que
respecta a su grado de selectividad.

H

C2 50\\\9
/P-0- N02 PARAÜXÜN(PM:2’75}

c H ¡j
2 5

El paraoxon(dietil p-nitrofenil fosfato} es el metabolito activo del
paration (dietil p-nitrofenil Fosforotionato).Es un fusrte inhibidor

de la ChE y es muy tóxico para mamíferos (LDSu oral en ratas s 2,5mg/Kg}
comopara ser empleado prácticamente comoprotector en plantas,eunque
tiene alta actividad insecticida.

0H30\9
P-S- H-COOCZHS MALADXGN(PM:314¡­

CHaü' CH2¿C0002H5 .

"Elmalaoxon( S-(l,2-Di(etoxicarboniljetiljdimetil f‘osforotiolato j es el
metebolito activo del melation ( S-(l,2-Di(etoxicerbonil}etil}dimetil
fosforotiolotionato j. y' es un fuerte inhibidor de la ChE.

El melation es el primer insecticida organofosforado conocido con alta

toxicidad selectiva. La LD50oral en ratos es de 1375 mg/Kgy debe su
baje toxicsdad en mamíferos a le acción de carboxiesterases que hidro­

lizan el grupo carboxiéster. En cambiola actividad esterásicu en

insectos susceptibles es baja y la biooctiveción (Formacióndel fosfato

correspondiente} ocurre más rápido en insectos que en mamíferos.
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(3H30\\P
P-OCH==CC_12 DDVP(Diclorvos,Vapona}

GEO (PM:ZB}

El DDVP(2.2 Diclorovinil dimetilfosfato; es un inhibidor directo de le

"ChE de una vida media en agua a pH 7 de aproximadamente B horas.

oral en ratas es 80 mg/Kg, es un insecticida de rápido "Knock-down“50
y tiene acción camo Fumigante pero posee un bajo poder residual.

-La LD

En mamíferos es rápidamente degradado por pérdida del metilo de la unión

éster o del vinilo.

a) SKF-525 A (PM: 389}

_ 9 /C2H5 l . .

9-6-070H20H2-N\ SKF-525 A (PM:389}
9H2 2H5
CH

¿H2
3 u

El SKF-525A (Clorhidrato de 2-Dietilaminoetil-2,2-difeni1va1erato} de

Smith Klina G French Laboratories , es un inhibidor del metabolismo de

drogas que ha sido reportado por Diaz Gómezy Castro (112) como inhibidor

mdyrápido ,competitivo y reversible de la ChEde suero de caballo y es
probable que su acción se deba a la unión en el sitio esterático.

Es muchomás afin la seudo-ChE de suero de caballo a la inhibición por

SKF-525 A qua la AChEde eritrocitos de bovino. I ­

5} Nu-683 (PM: 393,3)

CH
3\

H
C 3

Br

CH
6 S

El Nu-683 de Hoffmann-La Roche (Dimetilcarbamato del bromuro de 2-hidroxi

9o-c-n

-5-fenil;benzil-Trimetilemonio) es una sal de amoniocuaternario solu­

ble en agua y estable tfrmicamente.
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A diferencia de la eserina el Nu-683 forma un complejo muy estable con las

ChEs no especificas. La seudo-ChE de plasma humano es inhibida 95% por 10-7M_

de Nu-683 y un 25% por lO-QM , en cambio la AChEde eritrocitos humanos

es inhibida un 15% con lO-BM de Nu-GBS.

Pero existen diferencias en las distintas especies en cuanto a la suscep­

tibilided a la inhibición por Nu-683 de las dos enzimas,seudo-ChE y la AChE.

.(113j.
a) Nu-1250 (PM:399,4)

q CH
04545 —c1

' . + ' ­
CH-N-CH Br

3 H 3
3 .

i El Nu-1250 de Hoffmann-LaRoche (Ñ-p-clorofenil-N-metilcarbamato del

bromuro de m-hidroxifenil trimetilamonio) es un análogo de la Prostigmina,

soluble en agua que está reportado comoinhibidor selectivo de la AChE.

Sin embargo entre el margen de susceptibilidades a 1a inhibición de AChE

y seudo-ChE existen muchas diferencias de especie en especie.

Para la AChEde eritrocitos humanos es miles de veces más inhibidor que

para la seudo-ChEde plasma(en tejidos de perro es sólo 20 veces más inhi­

bidor para la AChEque para la seudo-ChE).En eritrocitos humanos la AChE

es inhibida 66%por IÜ-BMde Nu-1250 mientras que la ChE de plasma no se

inhibe(114j.,con tejidos de gato no se encontraron diferencias significa­
tivas usando Nu-683 ni con Nua1250 con los sustratos A MeCh_yBzCh (115).
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V b) INHIHICION HE LA ACTIVIDAD [ULINESTERASICA

Inhibición por TEA: h

Se preparó una solución de 0,5M,1,2859r en 10 ml de agua y se usó un

volumen de 0,020 m1 de esta solución en un volumen Final de l ml, lo

que resultó en una concentración Final de 10 mMde TEA. i

Se incubaron: 0;050 ml de homogenato + 0,020 m1 de TEA(0¡5M) + 0,980m1

de buffer-cromógeno , durante 7 min. a 25° y-sa agregaron 0,050n1 de sus­

trato ATCo BTC12 mMy se midió la actividad enzimática durante 5 min

comofuera reportado,calculando el porcentaje de inhibición por compa­
ración con un control sin TEA.

Inhibición con Eserina: .
Se preparó una solución de sulfato de eserina lO-QM,3,24 mg.en 100ml de

agua dest. Se incuberon 0,90cm1 de buffer-eramógeno + 0,050nl de homoge

nato + 0,100 ml de eserina 10-4M(resultando una concentración Final de

10-5M) durante 15 min. a 25° y se agregaron 0,050nl de sustrato ATCo BTC

12 mMy se midió la actividad enzimática durante 5 min,calculando el por­

centaje de inhibición por comparación con un control sin eserina.
Inhibición con mu-683:

Se preparó una solución lÜ-ZMdue se guardó en heladera y se repuso cada
dos días,39 mg en 10 ml de agua.A partir de esta solución madre se prepa­

raron otras 10-?My lo'am. Se incubaron 0,900n1 de buffer-cremógeno +

+ 0,050 ml de hanogenato + 0.100 ml de Nu-683 10-3M o 10-4M (resultando

concentraciones finnles de 10-4Mo 10-5Mrespectivamente),durante 5 min.

' fa 25° y se sgregó 0,050 ml de Sustrato ATCo BTC12 mMy se midió la

actividad enzimática durante 5 min. calculando el porcentaje de inhibición

por comparación con un control sin Nu-683.

Inhibición con Nu-IPSO:

Se preparó una solución madre de Nu-IPSU 10-2M , pesando AUmg y disolvién­

dolos en lU ml-de agua.A partir de ella se prepararon dos soluciones, lO-BM

y 10-4M . Se incuberon; 0,9U0 ml de buffer-cromógeno + U.U50 m1 de homo­

genato + 0,100 ml de Nu-1250 10-3M o lu-aM (resultando Finalmente lU-aM

o 10-5M1en Nu-1250},durante 5 min a 25° y se agregó U,U5Uml de sustrato

ATCo BTC12 mMy se midió 1a actividad enzimática durante 5 min..calcu­

lendo el porcentaje de inhibición por comparación con un control sin Nu-125U.
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Inhibición con SKF5?5A:

Se preparó una solución de 10-3M de SKF 5?5A,38,9 mg en 100 m1 de agua

que se guardó a ¿°. Se incubaron : U,95U m1 de buffer-cromógeno + 0,050ml

Ide hemogenato + U,05U ml de SKF 525A lO-BM (rasUltando una concentración

final de 5 x 10’5M en SKF525A),durante 5 min. a 25° y se agregó 0,05u ml

de sustrato ATCo BTC12 mMy se midió la actividad enzimática durante

.5 min. calculando el porcentaje de inhibición por comparación con un con­
trol sin SKF525A .

Inhibición con Iso-DHPA:

Se preparó una solución 10-3M , 3,80 mg en 1U ml de'etanol absoluto.

Sa incubaron; 0,95U m1 de buffer-cromógeno + 0,U5U ml de homogenato +v0,05U ml

da iso-OMPAlüfaM (resultando Finalmente una concentración de iSo-ÜMPA

¿de 5 x 10-5M},durante 5 min. a 25° y sa agregó U,U5Um1 de sustrato ATCo

BTC12 mMy se midió la actividad enzimática durante 5 min.,ca1cu1ando

el porcentaje de inhibición por comparación con un control sin iso-OMPA.

Inhibición con Peraoxon:

Se preparó una solución de Paraoxpn 5,5 x 10-3M , 15,3 mg en lÜ m1 etanol

absoluto. A partir de esta solución madre se prepararon otras 10-4M , 10-5M

lU-GMy 10-7M. Se incubaron; 0,950 ml de buffer-cromógeno + U,U5Um1 de

homogenato + U.U5Um1 de Paraoxon (de las soluciones preparadas},durante

2U min. a 30° y se agregó U,U5U m1 de ATC12 mMy se midió la actividad

enzimática durante 5 min.,calculando el porcentaje de inhibición para cada

concentración de Paraoxon ensayada por comparación con un control sin
Paraoxon.

Inhibición con Malcoxon:

Se preparó una solución de Malaoxon lufaM, 15,7 mg en SU m1 de etanol
absoluto. Apartir de esta solución madre se prepararon soluciones de

10-4M y lU-SM. Se incubaron; Ü,É5U ml de buffer-cromógeno + D,U5Uml

de homogenato + U,U5Um1 de Malaoxon (de las soluciones preparadas}

durante 15 min. a 3U° y se agregó U,U5U m1 de ATC12 mMy se midió la

actividad enzimática durante 5 min.,calcu1ando el porcentaje de inhibi­

ción para cada concentración de inhibidor ensayada por cOmparación con

un control sin Malaoxon.
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Inhibición con DDVP:

Se preparó una solución de DDVP10-2M, 2U,5 mg en lU m1 de agua. A partir

de esta solución madre se prepararon otras soluciones: 10-3M,lU-4My

lu-SM. Se incubaron; 0,950 ml de buffer-cromógeno 4 U,USUm1 de homogena

to + 0,050 ml de DDVP(de las soluciones preparadasJ durante 10 min. a

30° y se agregó 0,050 ml de sustrato ATC12 mMy se midió la actividad

.anzimática durante 5 min. calculando el porcentaje de inhibición para

concentración de inhibidor utilizada por comparación con un control sin
Dovp .

v cj'DETEHMINACIÜN DE 150 z

La 150 es la concentración molar de inhibidor necesaria para disminuir
la actividad enzimática a la mitad. ­

Primeramente se deba establecer el tiempo de preincubación mínimo que
produzca un máximode inhibición en la actividad colinesterósica. Para

ello se incuba el preparado enzimático en buffer-cromógeno con una
concentración de inhibidor fija ( alrededor de 10.5M o 10-7M}por un rango

de tiempo entre 0 y 60 min. en un baño a 30°. Al final de cada período

de preincubación se agrega el sustrato,se mezcla bien y al cebo de un
minuto se c0mienzaa registrar la actividad.

El porcentaje de inhibición se calculó de la siguiente forma:

%Inhibición _ [ÍAAbs/minjsin Inhibidor - [AfiAbs/minjconInhibidorx 100
' ( AAbs/minjsin Inhibidor

Se graficó el %de Inhibición vs tiempo de preincubación'en.minutos:

fi Inh.

t (min.‘)
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De esta manera quedó establecido el tx de preincubación para un determi­
nado inhibidor y una dada enzima frente a un sustrato en particular.

Con esta tiempo de preincubación (tx) se trabajó para la determinación

de la 150. El cálculo de la I5 se efectuó gráficamente a partir de 3 o0

4 medidas de inhibición realizadas con distintas-concentrnciones de inhi­
bidor cercanas a la que produce un 50%de la actividad enzimática.

Se grafico %Inhibición vs pI (-log de la concentración molar de inhibidor}
calculando los porcentajes de inhibición en cada caso comose describiera

a un tiempo de preincubación constante predeterminado.

v a} DETERMINACIONDE "ki": .

La reacción entre un inhibidor organofosfato y la ChEsigue una cinética
de seudo primer prden,y la velocidad de inhibición de la ChEes propor­

cional a la concentración de inhibidor. ‘

El enfoque cinético más simple es suponer que se trata de una reacción

bimolecular entre la AChEy el organofosfato.

Aldridge ( 116 j propuso que la inhibición irreversible de la AChEpor

organofosfatos podria representarse de la siguiente manera:

E + I =======EI ---—‘ EP
I k-I J

E: enzima libre . I: inhibidor , EI: complejo enzima-inhibidor ,

IEP: enzima inhibida o fosforilada , ki2constante de velocidad de asocia

ción de la enzima al inhibidor , k_1: constante de velocidad de disocición
del complejo EI , k z constante de velocidad de Fosforilación ,

ki: constante bimolecular de inhibición .
Aldridge pensó que cpmose trataba de una reacción bimolecular se podría

obtener una constante de inhibición de segundo orden de la siguiente

forma:
EME- 1k1" gt xI

AD:actividad enzimática a tiempo cero , At: actividad enzimática a tiempo
t , t: tiempo , I: concentración de inhibidor .
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Normalmenteal graficar ln Ao/Atvs t se obtienen relaciones lineales
muy buenas para los oxo derivados de compuestos organofosforados que

se encuentran en concentraciones muy en exceso respecto a la enzima.

'Procedimiento para la determinación de "ki": I
Se prepararon homogenatos de cabeza de vinchucas con 10 cabezas de insec­

tos adultos en 2 ml de ClNa 0,5M en buffer fosfatos 0,02M ph 7,2 que se

filtraron por lana de vidrio.

Se colocaron 0,450 ml de homogenato crudo en un baño a 3U° y se le agre

garon U,U5U m1 de solución de Triton X-lDO 10% ( 60m9 en 0,6 ml de agua}

con lo cual se tuvo una concentración Final de Triton X-lODal 1% .

Se tomaron 100 ul de preparado enzimático para medir la actividad control

a t - O (A0), y se le agregaron 0,95U ml de buffer-cromódeno y Ó,050 ml
-=da ATC 12 mM.

Al resto del homogenatotermostatizado a 30° se le agregó el inhibidor,

4 ul de una solución 10-4My se agitó muybien para homogenizar,a partir

de ese momentose tomaron los tiempos de inhibición a concentración de

inhibidor constante,que resultó Finalmente 10.6Mpara Paraoxon , Malaoxon

y DDVP.En el ceso de preparados enzimáticos purificados se trabajó con

concentraciones de 10-7M para Paraoxon y Malaoxon y de leO-7M para DDVP.

A cuatro tiempos fijos por lo menos (que pueden ser: 3,6,9 y.l2 minutos]

de incubación a 3U° con el inhibidor,se sacaron 100 ul de preparado

enzimatico y se midió la actividad enzimática durante dos minutos, con

lo Cual se obtienen los distintos valores de At. i

Se grafico finalmente ln AD/Atvs t para cada compuesto ensayado y de

la pendiente de las rectas obtenidas se tiene ki x ( I J y consecuente­

mente los valores de ki conociendo las concentraciones de inhibidor
utilizadas.

VI) INHIBICIÜN UE LA ACETILCULINESTEHASA DE CABEZA DE THIATÜMA INFESTANS

IN VIVD .

VI a} DÉTEHJINACIÜN BICCUIMICA DE LA INHIEICION IN VIVO PUR INTUXICACIÜN

CLN PALATIÜN.
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Se preparó una solución de Paration 0,25 mg/ml en acetona y se aplicó

por tópico 0,05 ul/mg en insectos adultos machos entre 100 y 200 mg de

peso y ayunados durante 14 dias mantenidos a 3U° y a 70% de HRA.

Los 90 insectos tratados se dispusieron en 10 cristalizadores de vidrio
de 10 Cmde diámetro a razón de 9 insectos por recipiente,colocando papel

plegado en cada uno de ellos para Facilitar que los insectos treparan y

.evitar asi contaminación accidental de cabezas por contacto con abdómenes.
topicados; Se preparó un grupo control topicados sólo con el solvente.

A intervalos de l hora se separaron 9 insectos al azar y se los c0ngeló

a -16° por 3 min.,luego de lo cual se los sometió a lavados con-acetona

para eliminar el insecticida que no hubiera penetrado y luego con agua

para la eliminación de la acetona.‘

Los insectos se sacaron sobre papal de Filtro y se realizaron 3 homogenaá
tos (a cada hora) de 3 cabezas cada uno con 0,2 ml de ClNa 0,5M. Se Fil­

traron por lana de vidrio y se incubaron con: 0,950 ml de buffer-cromó

geno + 0,100 m1 de homogenato + 0,050 ml de ATC12 mMpara medir la

actividad enzimática.

Los porcentajes de inhibición sa realizaron comparandolas medidas de

actividad correspondientes a cada hora exacta después del tratamiento

con la.actividad del grupo control. Se determinó el contenido de proteinas
para cada homogenatode modode calcular la actividad especifica.

Los resultados obtenidos por triplicado fueron evaluados mediante el test

de "Student" utilizando una computadora Hewlett Packard 9810A. .
En el análisis de los datos un p<0,05 demostró variaciones Significativas,

y un p;>0,5 no demostró variaciones significativas.

VI b} DETERMINACIÜN'EN GEL DE POLIACRILAMIDA UE LA INHIBICION IN VIVO

PUR INTÜXICACION CCN PAHATION .

Tres grupos da 15 vinchucas adultas macho de 200 mg de peso promedio ayu­

nadas durante 14 dias y mantenidas a 30° y a 70% de HRAFueron tratadas

por aplicación tópica de una solución de Paration de 0,25 mg/ml a razón

de 0,05 ul/mg de insecto.

Al tiempo de muerte los insectos Fueron separados en 3 grupos de l5 y

tratados según se describió en VI a) . Les 15 cabezas se homogenizaron
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en 0,3 m1 de DOC15 mMen buffer fosfatos 0,02M pH 7,2,se dejaron l hora

a temperatura ambiente y luego se centrifugaron a 10.8U0 g por 30 min.

El sobrenadanta resultante se mezcló en la proporción de 70 ul + 50 ul

da solución de sacarosa 40% y sa sembró sobre el gel'da corrida directa­

mente comose describió en II e). De igual manera se procedió con el grupo
de insectos control. '

Conlos tórax de los insectos tratados y control se hicieron homogenatos

de 5 tórax en 0,5 ml de DOC15 mMen buffer Fosfatos 0,02 MpH 7,2 y se

dejaron 1 hora a temperatura ambiente siendo centrifugados luego a 10.800 g

durante 30 min. Los sobrenadantes resultantes se mezclaron en la prOporción

2U0 ul á 100 ul de solución de sacarosa 40%y se sembro 100 ul da esta
mezcla en cada gel . Conlos tórax de los insectos control se procedió.

da igual manera._ I

Las condiciones de corrida electroforética fueron las reportadas en II e)
comoasí mismola técnica de revelado de actividad enzimática con alfa

naftil acetato .

VI c} HISTOPATCLOGIA DE LA INTOXICACION PUR PARATICN

Con el Fin de estudiar el daño en al SNCprovocado por la intoxicación
con Paration en Triatoma infestans , se'utilizaron grupos de ninfas V

obtenidas de nuestro insectario que fueron expuestas a un Film seco
de Paration de lB ug/cm2 y a las 6 horas de la exposición se comenzó

a notar claros sintomas de incoordinación nerviosa. En esa momentose los

Isacrificó;
Se les cortó las cabezas y se fijaron superficialmente con solución de

Bouin ( 7u ml de solución acuosa Saturada de ácido picrico + 25 ml de

formol 4U%y 5 ml de ácido acético glacial) durante 60 minutos.

Al cabo de ese tiempo y siempre en medio ecuoso y utilizando un microsco­

pio estereoscópico Nikkonmodelo SMZ-2,seprocedió a quitarles la cuticula

mediante cortes longitudinales laterales con lo cual se Fecilitó la buena

penetración dal fijador,dejéndolos en al mismopor l hora más.
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Se los sometió luego a un proceso de deshidratación sumergiéndolos en

concentraciones crecientes de etanol: 70% , 96%y 100%dejándolos 10 min.

en cada uno de ellos. Terminadala deshidratación se utilizó benzol como

liquido intermediario.durante 5 min. para embeberlüs luego en parafina

fundida 24 horas. Por último se incluyeron en parafina Merck PF:S7-60

orientando la oieza de Formetal que la superficie de corte coincidiera

¡con el plano longitudinal del cerebro.

Se obtuvieron cortes de 3 micrones utilizando un micrótomo para cortes

en parafina Heichert. Los cortes fueron coloreados por la técnica hemato­

xilina-eosina de Mayer( ll7_).Los tiempos usados para la desparafiniza­

ción;hidratación,coloración y para la posterior hidratación y montaje
fueron muybredes para evitar el daño de los tejidos.

La secuencia Fue; xilol: 20 min; etanol 96%; 7 min; etanol 70%: 10 min ;'
Hemalumbrede Mayer: 10 min ; Agua corriente para virar al azul: 20 min;

EoSina: 5 min ; etanol 96%: l mini etanol 100%: l min ; xilol: 30 seg.

Para la preparación de la Hemalumbrede Mayer se usó hematoxilina da

George T. Gurr Ltd y para la solüción de eosina 0;l% , eosina amarillenta

de la misma firma comercial.

La observación de los preparados histológicos se realizó con un microscopio

Nikkonmodelo SKey para la obtención de las microfotografias se le agre­
gó un equipo fotomicrográfico automático Nikkon modelo AFM.

VII} ÉVALUACION DE LA TOXICIÓÁD DE LOS COMPUESTOS ORGANOFDSFOPAÓUS

VIIa) DETEI-MINACIÜNDE LA DOSIS LETAL 50 (1.050).
alicación tópica de los tóxicos:

Se seleccionaron los insectos cuidadosamente por estadio y peso y en el

caso de los adultos por sexo,peso y edad . Los insectos ayunados durante

7 días se inmovilizaron colopándolos en posición dorsal en un cepo disa­
ñado especialmente con lo que se Facilitó la aplicación de los tóxicos

por tópico. Los insectos Fueron pesados al mg con una balanza analítica

Mettler H-Sa .
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Se prepararon las soluciones de los compuestos 0P en acetona de la siguiente

manera: DDVP:3 mg/mI; l mg/ml; 0,33 mg/ml; 0,11 mg/ml para el Malation:

1 mg/ml; 0,25 mg/ml; 0,060 mg/ml y 0,015 mg/ml y el Paration: l mg/ml;

0,5 mg/ml; 0,25 mg/ml ; 0,125 mg/ml; 0,0625 mg/ml..

Se topiceron 0,05 ul/mg de peso de las soluciones preparadas con una mi­

crojeringa Hamilton de SUul provista de un "reppiting dispensar" .

La tcpiceción se realizó en la parte ventral de los insectos y los controles

se topicaron de igual manerapero sólo con el solvente. Se utilizaron de
4 a 5 vinchúces por nivel de concentración de pesticida.

Los cuidados posteriores al tratamiento fUQron: tanto los insectos tra­

tados comolos controles se colocaron enfrescos de vidrio perfectamente
limpios y tapados con una tela de gasa que permite el interbambio de aire.

' Todos los frascos tienen en su interior un papel plegado que permite que
los insectos se trepen a él. Los frascos debidamente rotulados con las

dosis ensayadas se colocaron en una incubadora a 30° y e 70% de HRA,en

condiciones que reultaron iguales a las de crianza para no variar su

metabolismo . Se observaron los resultados de mortalidad e 24 horas y

a 48 horas dando asi por terminado el ensayo .

Aplicación de los tóxicos por inyección intracelomática:
Se prepararon soluciOnes de los tóxicos en acetona 5% por ser une Concen­

tración de solvente que no presentó mortalidad de los controles.

Los compuestos ensayados se prepararon en concentraciones de 1 mg/ml en

acetona 5% y se inyectaron 0,05 ul/mg de peso. h

Los insectos utilizados fueron machos o ninfas V que fueron inyectados
con una Jeringa Hamilton de 50 ul y una aguja N°SU.

La zona a inyectar es la membranaintersegmental entre el cuarto y quinto
segmento abdominal ventral. Se introdujo la aguja en el costado derecho

de1.insecto en la Formalo másparalela posible a la superficie del cuerpo
y se incorporó el insecticida en forma lenta cuidando que no saliera he­
molinfa. Las vinchucas se debieron inmovilizar para este procedimiento

en el cepo tomándoles por el tórax.

Se enseyaron 4 niveles ( 4 concentraciones del c0mpuesto} con 6 u 8

insectos por nivel,procadiendo de la manera doscripta con los cuidados

después'del tratamiento .
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_VIIb} TRATAHIENTO ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS

Existen varios tratamientos estadísticos de los resultados para evaluar

experimentos de Dosis-Efecto.en nuestro ceso utilizamos el de Litchfield y

Wilcoxon (118] y el método de Weil (119).

El método de Litchfield y Wilcoxonpermite calcular la LD , la pendiente
. 5

de la curva y los límites de confianza. Usa los datos en 535 unidades

originales que se grafican en papel de-probabilidades logaritmicas (PRÜBIT)
los porcentajes de mortalidad en la escala de probabilidades y las dosis

en la escala logaritmica.

En los casos en que se tuvieron datos de 0%y 100%de mortalidad y los

datos intermedios no alcanzaron para trazar una recta se recurrió al
métodode Weil. La única condición de aplicabilidad de este.tratamiento

es que la combinación de resultados en los niveles ensayados figuren en

las tablas de Weil,en caso afirmativo se puede obtener el valor de’LD5U
con sus límites inferior y superior.'

VIII) OTRAS DETERMINACIUNES

VIIIa) DETERMINACIONDE PROTEINAS:

Las proteínas se determinaron por el método de Lowry y colaboradores (120}.

Se realizó una curva standard con albúmina de suero humano(Sigma) 1 mg/ml.

Se usó un blanco de reactivos con l ml de agua y 4 ml de solución

alcalina de cobre,se dejó 10 min a temperatura ambiente y luego se agre­

gó 0,40 ml de reactivo de Folin Ciocalteau diluido 1+2 , y se esperó

30 min. a temperatura ambiente para luego leer a 660 nm en un espectro­

'}otómetro Varian 634.

VIIIb) DETEHHINACIUNDE LIPIDÜS:

Se llevó a cabo según el Merckotest 3321,58 utilizó una solución de vai­

nillina 8 mMen ácido Fosfórico ll My sa leyó a 53o nm en un espectro­

fotómetro Varian 634 .
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RESULTADOS Y DISCUSION

I} Medición de la Actividad Colinesterésica

Hoydia existen muchos.métodos bioquímicos para la determinación de la

actividad colinesterásica,de utilidad en distintas aplicaciones.

Las diferentes técnicas se pueden clasificar de acuerdo AnnSilver (121) en:
a Métddos gasométricos

S­

b) Métodos dependientes del cambio de pH.

cleétodos titrimétricos.
d) Métodoscolorimétricos y aspectrofotométricos.

a} Métodos que dosan sustrato remanente._

f) Métodosradiométricos.

g} Métodos misceláneos.

a} Dentro de estas técnicas la más usada es la manométrica de Warburg,cuya

primera aplicación en ChE fue la propuesta por AmmonR. ( 1?2). I

Apasar de haber sido desarrollada hace muchos años,es una de las más exactas.

Según Augustinsson K.B. (123 J el error es de t 2% .

El método se basa en la liberación de C02 que se produce cuando el ácido

liberado por la hidrólisis enzimática reacciona con una solución de CDaHNa.
El volumen da CO producido es proporcional a la actividad enzimática y2
se mide manométricamente. Sus desventajas consisten en que no pueden ser

aplicados para estudios de efectos de pH,ni para efectos de activación

por sales por La presencia del C03HNaque an alguna medida reduce el
efecto de activación.
Esta técnica ha sido ampliamenteutilizada y entre les múltiples modifi­
caciones raportadas una de ellas se adapta a determinaciones en insectos( 12a).

b) La velocidad de cambio de pH debida al ácido producido por la hidrólisis

del sustrato se puede registrar electrOmétricamenta ( 125},o registrado
fotcmétricamenta por cambio de color de indicadores de pH como el rojo

fenol o el azul de bronotimol ( 126).



Augustinsson K;É._( 123} señaló due la sensibilidad y exactitud de este.
método no difiere del de Warburg.

o} El principio de este métodoes la titulación con élcali del ácido

liberado por la hidrólisis enzimática. El álcali puede ser agregado con;

tinuamente para mantener el medio de incubación en el pH iniciel,o puede
ser agregado después de un tiempo fijo para restablecer el pH al original.

Augustinsson K.B‘ (127) enumerauna larga lista de variantes que usan

indicadores para dettrminar el punto final de la titulación,recomendendo

este procedimiento donde la exactitud no es vitalY

'-Es posible muchamayor exactitud y precisión cuando el punto final de la

-titu1ación se determina electronétricamente. _ .

_ El desarrollo del "pH-stat" ( 128) ha hecho_dale tecnica titrimétrica

-una de las más exactas actualmente disponibles; . .

.ségúñ Augustinsscn'K.B. ( 123) su aplicación parece virtualmente ilimitada.
Dadasu índole cinética permite apreciar el curso de la reacción enzimática.

dj Augustinsson K,B. ( 127) menciona cono técnicas colorimétricas la que

se basa en la reacción del ClaFe con el ácido_ac6tico dando un complejo
pardo,o la que usa cerbonaftoxicolina comosustrato para medir finalmente

B-naftol copuledo.

Ellman et al. ( 110} desarrollaron un metodo espectrofotométrico que re­
“quiere cemosustrato ATCo BTC.La tiocolina producida por hidrólisis

enzimática reacciona con el 5,5'ditiobis-Q-nitrcbenzoeto de sodio para

qm» ol'anión amarillo 5-tio-2-nitrobenzoato (Á=41'2nni , Em=13;6LjLJJ.­

.4 . __“u_ ¡ + _ _
“(1) (CH,),NCH¡CH¡S-CCH,+H¡0 -——>— (cu,),ucu,cu,s +cn,coo nu"

“I " n."
. ‘ ,_ .

4 _ _ . u

_ (2) - (CH,),NCH,CH,1 + ‘ aan s-s N0,

'. our car

(áïia) ¡u

(cu,),ucu,cn,s—s no, + o,N s ­

c00' coo“

_ (Xul - 412-“)
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Adiferencia de otros métodos colorimétricos esta técnica esta basada

en la medición del producto de la reacción y no en el dosaje del sus­

trato remanente ,lo que la convierte en más sensible. Según Holmstedt ( 129)

este métodopresenta comoventajas,simplicided,a1ta precisión,constancia

de pH,versatilidad y cortos períodos de incubaciónL i .

Indudablemente es uno de los métodos más directos y rápidos con que se
cuenta actualmente. ­

e} Los métodos más antiguos para medir ChEse basaban en la medición de

Ila AChremanente después de le incubación de la enzima con el sustrato.

Inicialmente el método corriente fue el ensayo biológico "bioessayñ.

Actualmente existen otros métodos,de los que el más comúnes el-de
Hestrin (130 j.
Esta técnica se basa en la reacción entre la hidroxilemina en medio

alcalino y la acetilcolina remanente para dar acetihidroxámico que por

agregado de ClaFe en ClH da un complejo soluble rojo púrpura.
Según Holmstedt ( 129) los métodos basados en la medición de sustrato
remanente presentan comodesventaja que no miden la velocidad de desapa­

rición del sustrato y por.lo tanto,son inferiores a otras técnicas de

determinación de ChE. Por otra parte no es tan exacto como el manomé­
trico o titrimétrico pero es muysensible.

f) Los métodos radiométricos son los de más reciente desarrollo.

E1 método de Winteringham F.P.W. y Disney R.W. ( 131) se basa en la

incubación de la enzimacon.ACh(acetil-l-lac-colina}.
'kl acetato (140) formadoes volatilizado y la actividad residual del sus­
trato remenente es contada en centellador liquido.

Otros métodos miden la actividad del acetato (IAC) después de_la separa­

ción de la ACh,siendoel paso de separación producto y sustrato la variante
más usua1(132 y 133}. Il

g} Existen numerosas técnicas que no se pueden clasificar en la forma

descripta. Entre ellas mencioneremos al método de Prince A.K. (134 J

que usa comosustrato ioduro de 1-metilo-7-acetoxiquinolinio.

La hidrólisis de este sustrato da un compuestoaltamente fluorescente, el

l-metil-7-hidroxi-quinolinio,cuya fluorescencia por unidad de tiempo es

proporcional a la actividad enzimática.
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Este método no es altamente especifico pues el sustrato puede ser hidro­

lizado por otras hidrolasas,pero es muysensible.

Cranmer M.F. y Peoples A. ( 135) desarrollaron un método cromatográfico

en fase gaseosa en el oue el sustrato es el 3,3 dimetilbutilecetato,

es muyrápido y sensible,pero tiene reservas en cuanto a especificidad.

Con el objeto de medir la actividad ChEen honogenatos de cabeza de vin­

chucas,fueron ensayados los métodos de Hestrin,E11man y titrimétrico.­

Para la mayorparte de las determinaciones llevadas a cabo utilizamos
el método de Ellman que resultó ampliamente satisfactorio debido a su
sensibilidad,precisión,exactitud,repidez y versatilidad.

'El úniCOreparo destacable es la limitación que introduce la necesidad

“de tio-sustratos. Esto trae aparejado inconvenientes tales comono poder
utilizar sustratos altamente especificos que ayudena distinguir entre

ChEno especificas y AChE,oencontrar anomalías en la dependencia de la

actividad con el pH causadas por el grupo tioéter,como se describe más

adelante. A pesar que la ATCno es_el sustrato natural de la AChEsu uso

a los fines de la medición bioquímica de actividad está ampliamente acap­

tado ( 135}.

El métodotitrimétrico ofrece semejantes ventajas de precisión,exactitud,

y versatilidad pero su aplicación es menossencilla y su sensibilidad es

menor¡ Habida cuenta de sus relativas desventajas,su aplicación fue res­
tringida a las determinaciones en las que Fue necesario utilizar sustra-'
tos oxigenedos.

El método colorimétrico de Hestrin Fue ensayado segun la modificación de

Castro y Castro ( 137) en virtud de su reportada sensibilidad ( 130).
La aplicación de este método para homogenetds de cabeza de vinchucas no

ofreció ninguna ventaja respecto al de Ellman . Por el contrario su

naturaleza no cinética,la menorexactitud y la mayorcomplejidad operati­

va nos condujo a dxscartarlo comoalternativa recomendable para nuestros
fines.
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II] Egtggpción y solubilización de la Actividad Colinestarásica

a} Medios de extracción I

Fueron probados distintos medios de homogenización a los fines de obtener

las condiciones óptimas de extracción de las enzimas responsables de la

actividad colinesterásica de cabezas de vinchucas.'
En la tabla 2 se resume los resultados obtenidos con agua destilada,

ClNa 0,15M y 0¡50M, butanol 1% en 0,15M de ClNa,deoxicolato de sodio 15y

30 mM. También fueron ensayados como medios de extracción soluciones de

'ClK 0,15M y buffer fosfatos 0,2M pHá7,2;105 que demostraron muy pobre efi­

ciencia de extracción,ya que sus actividades resultaron menores a las
obtenidas con agua destilada.
Del análisis de la tabla 2 surgen algunas consideraciones sobre los medios

probados. E1 ClNa-mejoró la actividad del homogenato crudo respecto al

agua destilada. Este efecto puede deberse a un incremento en la extracción

o a la activación de 1a enzima. Con el fin de camprobar esta última posi­
bilidad se evaluó el efecto de distintos cationes sobre la actividad

enzimática. Para ello se prepararon homogenatoscrudos en agua destilada

de cabezas de vinchucas adultas. Soluciones de ClNa.ClK,CIZCa y CaMg0,1M
fueron utilizadas independientemente,para llegar a una concentración final

sde 50 mMen el volumen de incubación.

El reactivo de Ellman se preparó en agua destilada llevada a pH 7,2 con­
solución de ÜHNadilu1do. Los resultados fueron los siguientesf

‘Me‘fic' de AGUA ClK ClN c1 c c1 r. . destilada a 2 a 2figincuba01ón

Actividad
. - 100 132 lao 140 ¿.124enzimática

porcentual

En todos los casos la influencia de los iones aumentó 1a velocidad

inicial de hidrólisis de la ATCen el mismoorden respecto a la corres­

pondiente al agua destilada.
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Efectos similares de activación por cationes fueron reportados para

AChEproveniente del núcleo caudado del buey ( 138) en

bovino ( 139) en eritrocitos humanos ( 140} en anguila

y en cabezas de moscas'(142 ).
. +

Este'efecto activador del catión Na que observamos en

infestens podria en parte Justificar el incremento de

eritrocitos de

eléctrica (141 j

ChE de Triatoma

actividad enzimá­

tica respecto ol agua destilada,que se observa en tabla 2.

Tabla 2

Medios de homogenización de cabezas de Triatoma'infestens

Actividad enzimática
del homogenato crudo

Actividad %
en_el-sobrena­

Actividad %
en el sobrena­

nmoles de ATC dante de 1000 g dante de
min x ml 10.000 g

Aguadestilada 57,30 -— -­

ClNa 0,15M 77,65 31 6,2

ClNa 0,50M 95,44 37 5,1

Butanol 1%

en ClNa 0,15M 155,30 36,5 7,3

Triton X—1000,1%

en ClNa 0,15M 35,59 77.3 '4á7;o
Triton X-100 0,5%

en ClNa 0,15M 46,91 86_ 52,0

Deoxicolato de

Sodio 30 mM 106,76 100 100

Deoxicolato de

Sodio 15 mM 113.95 100 100

Los valores Fueron obtenidos por duplicado de hemogenatos de cabezas de

vinchucas adultas a razón de cinco por ml,
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b} Efecto del butanol

La adición de distintos alcoholes en el medio de homogenizeción mejora

la actividad colinesterásica comoha sido reportado para la AChEde cuca­

racha americana ( 143) y para mosca doméstica ( 73») .

La Justificación para este incremento en la actividad colinesterásica

fue que los alcoholes,especialmente el n-butanol actuarian comodeter­

gentes. De esta forma liberarian la enzima de su asociación a membranas.

Otra posibilidad estudiada fue qua el butanol actuara comoun activador

independientemente de su efecto solubilizante de enzimas particuledas.

Colhoun ( 143} y Takade ( 142} encontraron que también se observaba un

incremento en la actividad colinasterásica agregando el butanol en el
.medio de incubación. I

"Ambosautores justifican este hecho por cambios conformacionales que

afectan el sitio activo de la enzima .
Esta posibilidad estaria avalada por la observación de Herskovitz T.T.

at al. ( 144} que encontraron cambios en la conformación del quimotrip­

sinógeno por el agregado de alcoholes.

Shatoury H.H. ( 145) sugirió que en realidad el n-butanol inhibirIa la

ChEde cabeza de mosca por desnaturalización y el efecto de activación

observado seria debido a la activación de una proenzima.

Nosotros encontramos que el agregado de butanol en el medio de homogeni­

zación de los preparados de cabe7a de T. infestans mejoran la actividad

respecto a los obtenidos en agua destilada. Este incremento de la activi­

dad enzimática as función de la concertración de butanol hasta 1%,como

se observa an el Gráfico l , siendo luego constante hasta la máximacon­

centración estudiada.

Alos fines de evaluar un posible efecto activador del n-butanol,se lo

agregó en una prcporción de 5%referida al volumen de incubación,cuya

composición sa describe en la sección Materiales y Métodos. El homogenato

crudo fue obtenido en ClNa 0,5M,1uego de 5 minutos de praincubación se

inició la reacción enzimática por agregado del sustrato._
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La actividad enzimática fue increnvntada en un 17%.cuando se usó ATCcomo

sustrato y en un 39% para BTC. '

En otro experimento similar la concentración de n-butanol Fue de 1%y el

período de preincubación de 40 minutos. En este caso el aumento de la

actividad enzimática frente a ATCfue de 120%demostrando una dependen­

cia con el tiempo del Fenómenode exaltación de la actividad colinestará­
sica.

Nuestros resultados sugieren que el efecto del n-butenol en homogenatos

de cabeza de vinchucas podria deberse fundamentalmente a activación.

En efecto de la observación de la Tabla 2 surge que una cantrifugación

a 10.000 g por 60 minutos lleva le actividad colinesterásica Frente a

ATCa un niVel similar a la obtenida con ClNa 0,15M y 0,50M después de

igual tratamiento. Este resultado descartaría el efecto detergente del

n-butanol comoFactor critico del incremento de actividad enzimática ob­

servado cuando es incluido en el medio de homogenización.

Gráfico 1

Variación de le actividad colinesterásica respecto a 1a concen­
tración de n-butanol en el medio de homoqenización.
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c} Efectos de los Detergentes

Muchosestudios sobre distribución subcelular de AChEde cerebro de

mamífero demostraron-que la enzima está asociada con elementos particula­

dos de la célula (146 j ( 147 ) ( 148 ),y especialmente en subfracciones

que contienen membranas y terminales nerviosas ( 109} ( 150 j.

Tambiénevidencias histológicas y estudios de microscopía electrónica

demostraron la AChElocalizada en estructuras membranosasde la célula ( 151).
En nuestros preparados de cabeza de vinchucas la actividad enzimática

frente a ATCpermanece en un á0% en el pellet de una centrifugación a

105.000 g durante l hora. Nuestras primeres tentativas de aolubilización

_de la AChEde cabeza de vinchuca fueron fracasos y sugirieron que podría

tratarse de una lipoproteina o estar combinadacon sustancias lipidicas

.de la célula} Algunos agentes tensioactivos habían sido usados ya para

solubilizar o disociar lipoproteinas en procedimientos de purificación

de AChE( 152] . Según Dewald B. at al. (153 ) los agentes más útiles

para solubilizar enzimas de membranahan sido el deoxicolato de sodio,

dodecil sulfato de sodio,y el Triton. Nuestras experiencias estuvieron

orientadas a encontrar un agente tensioactivo cue permitiera obtener
homogenatoscrudos con una buena actividad enzimática hacia el sustrato

ATCy esta actividad se mantuviera en el sobrenadante a pesar de las

centrifugaciones. En la tabla 2 observamoslos resultados del empleo

de un detergente no iónico como el Triton X-lGOy de uno iónico como
el deoxicolato de sodio. Del análisis de esta tabla surge comomás

adecuado el DOCcomo solubilizante de 1a AChEde cabeza de T. infestans

ya que la actividad de los crudos es mayor a la obtenida con agua desti­

lada solamante y dicha actividad no disminuya por una centrifugación de

10.000 g durante l hora.En cambio usando Triton X-lOOse obtienen

homogenatos crudos con menor actividad que los obtenidos con agua desti­
lada y principalmente no resulta adecuadoporque dicha actividad se pierda

en un 50%después de centrifugado l hora a 10.000 g .

El Triton X-lOOfue probado en las concentrationes de 0,1% y 0,5% ya que

fue reportado ( 154} que hasta concentraciones del 2%de detergentes no
iónicos no inhiben la actividad de la AChE.
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La mejor solubilización observada cuando se usó DOCen luger de Triton
podría justificarse en base a un diferente modode acción.

El DOCa diferencia del Triton X-lOOactúa separando lípidos de proteínas,

( 155} ( 156] ,facilitando la solubilización de AChEcuve naturaleza li­

poproteica Fue reportada por varios autores (157 )'(158 j.
El efecto solubilizante del DOCagregado a1 medio de homogenización resultó

genuino}yaque se verificó la posibilidad de modificación de la actividad

enzimática de cabeza de vinchuca por acción del detergente. Para ello se

agregó,a homogenatosde cabeza obtenidos en agua destilada,una proporción

de DOCque resultara en una concentración Final de 30 mMy se los pre­

incubó durante 40 minutos a temperatura ambiente luego de lo Cual se agregó

el sustrato (ATC)y se midió la actividad colinesterésica que en ningún
caSo difirió de la del homogenatooriginal obtenido sólo en agua.

Respecto a las concentraciones de DOCestudiadas vanos en tabla 2 que una

concentración de 30 mMno sólo no produce homogenatos de mayor actividad

que cuando utilizamos 15 mM,sinoque ésta resulta inferior .

Sihotang encontró trabajando con AChEde eritrocitos humanos que con­

centraciones crecientes de DOCproducían un marcado aumento de la acti­

vidad enzimática hasta 60 mM,notándose,para concentraciones mayores,una

¡brusca caída de la actividad.(155 J. El autor justifica este hechopor
la remoción de fosfolípidos provocado por el detergente. Tratándose la

AChEde una enzima asociada a tosfolipidos,la concentración de'éstos en

el medio tendría un valor crítico por debajo del cual la enzima actuaría

' con menoreficiencia. Sihotang verificó esta hipótesis revertiendo el
fenómenopor agregado de fosfolipidos exógenos.

En nuestro caso probablemente la concentración de 30 mi nos lleva a una

concentración deficiente en Fosfolípidos lo que Justificaría 1a ligera
caída en actividad al compararla con la obtenida con lS mMdel detergente.

Finalmente el DOCaparece comoun medio de solubilización adecuado y

pronisorio de obtención de AChEde'honogenatos de cabeza de vinchuca a

los fines de posteriores estudios de purificación y caracterización
enzimática.
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III} PURIFICACION DE LA ACETILCOLIHESTERASA DE CABEZA DE THIATOHA INFECTANS

El estudio de las propiedades de la AChEde insectos , en especial de

cabeza,es de sumo interés no sólo para la bioquímica comparada/sino tem­
bién desde un punto de vista toxicológico,para el diseño de insecticidas

organofosforados ( 159)( 160).

Las prOpiedades favorables de algunos de estos insecticidas en cuanto a

su selectividad (es decir mayor toxicidad en insectos que en mamíferos)

ha sido Justificada en parte por una mayoractividad inhibitoria sobre

sistemas colinesterásicos de insectos que de mamíferos ( 161)(162 )( 163].
Unabuena parte de los estudios existentes'sobre ChEde insectos han sido

realizados con homogenatos crudos(164 )(165 ]( 166) y‘no son demasiados
.los intentos realizados para purificarlos dado que son enzimas de membra­

.na y en algunos casos por no ser abundante y demasiado activo el material

biológico. Sin embargoalgunos éxitos se han conseguido en la purificación

parcial o intensiva y posterior caracterización de AChEde cabeza de moscas

( 73 )(167 ),grillo(168 ),cucaracha(169 Jy abeja(l70 J.

Metcalf (171 j ha sugerido le necesidad de estudiar las AChEpurificadas

de aquellos insectos que son plaga. El encontró diferentes valores para

las constantes de fosforilación y de inhibición frente a los mismosinhi­

bidores trabajando con AChEpurificada de mosca,abeja y grillo.

De acuerdo a estos resultados,é1 sugiere que cada especie de insecto

podria tener AChEestructuralmente distintas comose demostró para

otros enzimas estudiadas sobre una base comparativa comopor ejemplo 1a

ribonucleasa.

Heilbronn E.(171 ) consideró necesario la realización de un esfuerzo para

la purificación y cristalización de ChEs,conel objeto de obtener nueva
información sobre la reacción entre esas enzimas y los agentes anticoli­

nesterósicos. En cambio Hollingworth alertó sobre 1a posibilidad oue las

prdpiedades de les ChEs por el hecho de ser enzimas de membrana,podrian

cambiar durante el proceso de purificación,y por lo tanto no resultar útil

para el uso con un criterio toxicológico.

Según Aldridge W.N.( 171) seria posible realizar progresos en el diseño

de mejores insecticidas aún utilizando ChEsimpuras.

.wy-.-...,_¡“,1_..,_.
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Nosotros tratamos de establecer una metodologia que nos permitiera obte­

ner la AChEde cabeza de TriatOma infestans suficientemente purificada

con el objeto de estudiar sus caracteristicas y el efecto de los campues­
tos 0P sobre ella. Desde este punto de vista resultaban componentes inde­

seables en humogenatoscrudos de cabeza de vinchucas,las colinesterasas

no especificas,las esterasas eserina-resistentes , los lípidos y los inhi­

bidores endógenos.Por otra perte,1a discreta actividad colinesterésica

intrínseca del Iriatome infestans que es comúna los Hemipteros( 164}

y la insolubilidad de este sistema enzimático de membrena,representó una

limitación para la aplicación de métodos de purificación más exhaustivos

y en general de bajo rendimiento. l

Ennuestro caso,del estudio de diferentes pasos de purificación,seleccio­
namoscomosatisfactorios los correspondientes al esquemaque se describe

en la parte experimental. El mismoimplica una centrifugación diferencial

del homogenatocrudo,una solubilización del pellet en DOC,unanueva cen­

trifugación,un fraccionamiento en sulfato de amoniodel sobrenadante re­

sultante y finalmente un fraccionamiento acetónico.

Este procedimiento simple y rápido permitió obtener un preparado enzimá­

tico purificado 14 veces con un rendimiento del 78% .

'"En la tabla 3 se resumen los valores obtenidos,de volumen,proteínas tota­

les,actividad frente a ATC,rendimientoporcentual y factor de purificación
en cada paso del proceso de purificación. e

El análisis de los resultados parece indicar que los pesos del fracciona­

.miento de sulfato de amonio y el ecetónico son los de mayor contribución

al enriquecimiento en actividad especifica. Si observamos el rendimiento %

en cada etapa de la purificación,encontremos un resultado inesperado. En

afecto,al partir del paso de la centrifugación diferencial se aprecia un
significativo incremento en el rendimiento a pesar de que existe una dis­

minución apreciable del contenido proteico. Este hecho sugirió la posibié

lidad de que existiera un inhibidor colinesterósico endógenoen le cabeza

de T.infestans cuya progresiva eliminación nosibilitaría un aumentode

la actividad ChEy por lo tanto un incremento en el rendimiento del pro­

ceso. A los fines de corroborar esta hipótesis,se midió en forma compara­

da la actividad en hunogenatos de cabeza de T.infestans y en cerebros

aislados,con los resultados que se resumen en la table a.



TABLA3

PURIFICACIONDELAACETILCOLINESTERASADECABEZADETRIATOMAINFESTANS.

(’)UnaUnidaddeACHEsedefinecomolacantidaddeenzimaquehidroliza1nmoldeATCpormin.a229ypH7,;

FRACCION

VOLUMEN

m1

PROTEINASTOTALESUNIDADESTOTALES

mg(')

ACTIVIDAD ESPECIFICA Unidades/mg

RENDIMIENTO

%

PURIFICACION

HOMOGENATO CRUDO PELLET 18.8009 resuspendido‘ enDOC/Buffer.

12

75775 39270

10,4

100
35
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H

SOBRENADANTE
10.0009

17406

24

S3

SOBRENADANTE DEFRACCION SOA(NH¿)210%

72

74

'PELLETFRACCION
ACETONA30% resuspendidoen C1Na0,5M/Buffer

1,9

150

78

14,4
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TABLA 4 ACTIVIDAD CLLINESTEHASICA EN CABEZA Y CEREBRO DE T.INFESTANS

Eagles de ATC nmoles de BTC nmoles ATC nmoles ETC
min x mg proteinas min x mg de prot. min x cabeza min x cabeza

CEREBRO 150 15 15 1,5

CABEZA 10 2 8 1,6

E1 análisis de los mismosavala 1a hipótesis de la existencia de un inhi­

bidor del sistema colinesterásico presente en cabeza pero no en cerebro

de vincbuca. En efecto cpmose puede ver en la Tabla 4,1e actividad en

cerebro Frente a ATCresultó 15 veces mayor qúe en cabeza. Cabe destacar

que a priori la disminución del color presente en los homogenatoscrudos

y observable en los sucesivos pasos de purificación (especialmente en el

primer pelletjsugirió la posibilidad de que el inhibidor estuviera vincu­
lado a esa coloración. La cowprobación de que el color de los homogenatos

crudos era debido a los ojos compuestos del insecto,nos hizo poner espe­

cial énfasis en la eliminación de los mismoscuando se hizo la disección

-de los cerebros. Estos ojos aislados'fueron homogenizadosy enseyados en
su capacidad inhibitoria de colinesterasas,con los resultados siguientes:

_AChEde cabeza AChEde cabeza AChEde eritrocitos
de moscas(crudo} de vinchuces de bovino

(purificada) (comercial)

INHIBICIGN 95% 97% 0%

Para la realización de este experimento se prepararon hemogenatosde

cabeza de moscas en ClNa 0,5M Filtrados por lana de vidrio y homogenatos

de cabeza de vinchuca purificados ccmo_sedescribiera y una solución de

AChEde eritrocitos bovinos (SigmaJen solución Fisiológica.
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En todos los casos por dilución se logró igual actividad Frente a ATC.

A cada preparado enzimático se le agregó el eouivalente a un cuarto de
ojo compuesto homogenizado en ClNa 0,5M.

Los resultados indiban claramente la presencia de un inhibidor de AChE

en los ojos compuestos del T.inFestans.

Sorpresivamente la AChEde eritrocitos bovinos no fue afectada por el

mencionadoinhibidor,lo que sugiere una marcada especificiCad.del mismo
.para AChEde insectos.

Nuestros objetivos respecto a'la purificación de la AChEde cabeza de ï

T.infestans no estaban sólo circunscriptos a obtener un incremento en la

actividad específica sino a eliminar componentestoxicológicamente inde­

°seables. En primer lugar resultaba crítica la eliminación de otras ChEs.
“Comose observa en la tabla 5,1a actividad frente e ATCy a BTCen homo­

genatos crudos,sugiere la presencia de al menos dos tipos de ChE, una

AChEy otra BuChE. El análisis de la relación ATC/BTCen cada paso del

proceso de purificación (tabla 5] nos muestra un progresivo enrioueci­

miento en la actividad de la AChE,quese hace máximoen el pellet de

0-30%en acetona (pellet IV). Esto sugiere la eliminación durante el pro­

ceso de purificación de la BuChE.

De acuerdo con Aldridge y Rainer ( 60 Jla actividad frente a una mezcla
de sustratos debiera ser igual a la actividad de cada uno medido indepen­

dientemente,en el caso de estar en presencia de dos enzimas frente a dos

sustratos especificos. Si en cambio la velocidad Frente a mezcla de sus­

tratos fuera menor que la medida independientemente,caben dos alternati­

vas: o existe una enzima que hidroliza los dos sustratos,o hay dos enzi­

mas cue hidrolizan los dos sustratos(especificidad superpuesta}.
Si bien este es nuestro caso, velocidad mezcla < velocidud(ATÓ) + veloci­

dad(BTC)(tabla bj,no cabe la posibilidad de que estuviéramos en pre­

sencia de una sola enzima que hidrolizara ATCy’BTC,ya cue el cociente

de la actividad Frente a ambos sustratos (ATC/HTC)no permaneció constan­

te durante los sucesivos pasos de purificacióm(tabla 5).

Este hecho,sumado a algunas evidencias oue se mencionnrán cuando descri­
bamos la caracterización de la AChE,parece indicar que da dos ChEpresen­

tes en el homogenatocrudo,só]o puede una en el preparado purificada



TABLA5

ETC+PTA

PTA+ESBRINA

'PTA+BSERINA

DATosQUEREPRESENTANLAACTIVIDADINDIVIDUALFRENTEALOSSUSTRATosATC,BTC,yPTA,LAACTIVIDAD DESUSTRATOMEZCLAFRENTEATC+BTC,ATC+PTAyBTC+PTA,yACTIVIDADRELATIVAATC/BTC_yPTAÏBSERINA/PTA DELASDISTINTASETAPASDELPROCESODEPURIFICACIONDEHOMOGENATOSDECABEZADETRIATOMAINFESTANS.

PTAATC/BTC

(INDICEDE

ATC+BTCATC+PTA

ATC

FRACCION

-———-valoresde

HOMOGENATO0,0450,0120,037'0,026'0,069 CRUDO PELLETI0,0570,0100,035'0,0300,080

0,070

SOBRENADANTE

0,029

II

0,0550,0070,022

0,103

SOBRBNADANTE

0,026

III

0,0880,0100,044

PELLETIV.0,0630,0040,0220,0250,060

0,043 0,025 0,022 0,036 0,015

BTCPTA

Abs./mina412nmpara0,050mldecadafracción——————

0,020 0,009 0,007 0,014 0,000

ESTERASAS)
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15,80
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con caracteristicas de AChE,perocon una ligera capacidad de hidrolizar‘

BTC. La enzima eliminada podria ser clasiFicada como una BuChEpor su

aFinidad a BTC.La presencia de esteresas eserina-resistentes en los
homogenatoscrudos representan para los Fines toxicológicos una contami­

nación indeseable. En eFecto,pues las mismas pueden actuar degradando e

compuestos CP.invalidando de esta manera los estudios cinéticos de

inhibición de ChEllevados a cabo con tales anticolinesterásicos,como por

ejemplo Fuera reportado para el DDVPen plasma humano( 173) y para el

Malation en homogenatos de Culex Pipiens Pipiens (174 j.

Las esterasas pueden ser clasiFicadas de acuerdo_a Holmesy Masters(l72 j

en carboxiesterasas las que son_inhibidas por organo FosFEtos'pero no por
eserina,arilesterasas las que no son inhibidas por organoFosFatospero
se inhiben por reactivos de suthidrilos,acetilesterasas les que no son
inhibides por organoFosFatos,nipor eserina,ni por reactivos de suthidri-­

los y las ChEs que comoya se describiera abundantemente,son inhibidas

por organoFosFatos y por eserina.

En nuestros preparados crudos de cabeza de Triatoma inFnstens detectemos
actividad de esterasas diferentes de 1a ChE. Esta actividad Fue clasifi­

cada según Holmesy Masters Frente a inHibidores especIFicos (eserina y

paraoxon lU-SM) usando comosustrato aprOpiado el PTA. Los resultados

indicaron que un 78%de la actividad esterésica Fue atribuible a acatil

y arilesterasas y un 22%debido a carboxiesterases.

Respecto a la proporción de esterasas,en la table 5 mencionamosun Indice

da estera5a5(eserina resistentes) que representa el cociente entre la
actividad Frente a PTAy la actividad Frente a PTAdel mismopreparado

pero inhibido por eserina. Este índice da idea del contenido de estereses

(eserina resistentes) y varía entre O,cuandono hay esterasas hasta 1,
cuando la actividad medible sólo se debe a las mismas.

Nuestros preparados crudos de cabeza de Triatome inFestans mostraron un

Indice de esterasas de 0,54 (tabla 5} decreciendo ligeramente durante los
sucesivos pasos de puriFicación,para caer abruptamente a cero en 1a

Fracción acetónica. Este paso de purificación (Fraccionamiento acetónico}

Fue ranortado por Casida ( 75 ) comoútil en la separación de mezclas de

esterosas con colinesterasas.

____Á‘-..-._._...-un.-e-..,_e.._,.....,.-_......_.._._._,_
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A los fines de tener una mayor certeza que en al preparado purificado

no habia aliesterasas( esterasas con mayorafinidad por sustratos alif4­

ticos,así llamadas según antigua clasificación}se midió actividad usando

como sustrato el TPE. La actividad medida con TPE en homogenetos crudos

fue 2 nmoles de TPE/minmg de proteínas,mientras que en el preparado

purificada fue cero.

.Desde el punto de vista toxicológico,otro de los coaponentes indeseables
en los homogenatos crudos son los lípidos.

Hellebrand ( 175) purificó 20 veces la ChEde cabeza de mosca y enfatizó

la eliminación de una buena parte de los lipidcs,cuyo efecto solvente sobre

inhibidores podria falsear los resultados en experimentos cinéticos con

ChE. En nuestro caso,si bien no observamos una eliminación total del ma;

terial lipóideo,él mismose vio reducido en un 70%. .

En resumen el esquemade purificación descripto,si bien no resultó en una
purificación exhaustiva,respondió en cuanto a simplicidad y pureza del

producto final al fin toxicológico para el cual fue desarrollado,y al mismo

tiempo permitió tener une mejor'idea de los compenentes(especialmente los

enzimáticosta nuestros preparados crudos.

¡IVJ CARACTERIZACION DE LA ACETILLOLINESTERASA DE CABEZA DE THIATOMA INFESTAEÉ.

Las ChEs se pueden considerar comouna familia de enzimas con diferentes

propiedades. Dentro de esta familia,los distintos tipos de actividad en­

zimática pueden clasificarse en al menosdos grupos,I y II .
Él grupo I está constituido por las llamadas acetilcolinesterasas(AChE)
o ChEverdadera o especifica y el grupo II está integrado por les llama­

das seudo-ChE,no especifica o butiril-ChE (BuChE)( 127).

La AChE,comoya se expuso,tiene la función fisiológica de hidrolizar la

AChy puede ser inhibida por altas concentraciones de ese mismosustrato

y en general no hidroliza BCh. La AChEestá presente en el tejido nervioso

y en los eritrocitos de la mayoría de los animales.

En cambio la EuChEno tiene un rol fisiológico conocido,hidroliza la BCh
y a la PCh a mayor velocidad que a la AChy no se inhibe por exceso de

sustrato.
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La BuChEestá presente en el plasma sanguíneo de la mayor parte de los

vertebrados,en el higado,en el páncreas y en menor cantidad en los teji­
dos nerviosos junto a la AChE.

La presencia de las ChEs ha sido demostrada en un número de insectos su­

ficientes comopara que su distribución sea aceptada-comouniversal.

Otros autores han demostrado actividad colinesterásica en los Ordenes;

Ürtópteros,Homópteros,Hemfpteros,Coleópteros,DIpteros,Himenópteros,

Escprpiónidos y Arácnidos ( 75 ).

Las ChEsestán primariamente en el sistema nervioso de los insectos,pero

tambiéh han sido detectadas en los músculos de las alas y patas de algunos

insectos y en el.intestino de un escarabajo (176 j.
Apesar de que el sistema colinesterásico ha sido estudiado comoningdn

otro sistema enzimático en insectos y en Invertebrados,nada se sabe aún

de las caracteristicas y propiedades de este sistema en Triatominos y
en particular en la vinchuca,que es el conocido vector del Mal de Chagas­

Mazzafiïripanosomiasis Americana}.
Este tipo de estudio se vuelve más interesante si tenemos presente que

comomenciona Casida ( 75 j el desarrollo de insecticidas OPcon toxi­

cidad selectiva puede ser ampliamentedependiente de las diferencias de

especificidad de las AChEsentre los insectos y entre los insectos y los
mamíferos.

Nosotros demostramosactividad esterásica en preparados crudos de cabeza
de T.infestans y también en preparados de tórax y abdomendel mencionado

Hemiptero; Particularmente nuestro interés se centró en la actividad

medida en cabeza,por estar directamente vinculada al SNCÁyaque en ella

están presentes los dos ganglios nerviosos más importantes oua dirigen

la actividad nerviosa del insecto,el ganglio supraesofágico o cerebro

y el ganglio subesofágico. "t

Nuestros preparados crudos de cabeza de T.inFestans evidencieron habili­

ded para hidrolizar ésteres de tiocolina (ATCy BTC)y tioésteres aro­

máticos (PTA). Cano es sabido la hidrólisis catalizada por las ChEs
es altamente sensible a la eserina,mientras cue otras estarasas san muy
resistentes a este inhibidor.Por lo tanto una maneraútil de distinguir
ChEsde otras esteresas fue la de utilizar el eFvcto selectivo de la
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eserina. Las esteresas que no son inhibidas por eserina 10-5Mno deben

ser designadas como ChEs ( 127).

A los fines de un mejor entendimiento de las propiedades del sistema

colinesterésico de cabeza del T.infestans,el mismofue caracterizado
frente a-distintos agentes fisicos y quimicos.

IVa} VARIACION DE LA ACTIVIDAD CDLINESTERASICA CCN LA CONCENTRACION DE

SUTTRATÜ. DETERHIN'CIÜN DE K v .J H m-L max

Nosotros encontramos cue nuestros preparados crudos de cabeza de T.infes ans

presentaban una actividad frente a ATCy a BTCinhibible por eserina

-lo que los constituía en un sistema colinesterésico. En la figura 5 se
evidencia 1a respuesta de nuestros prevarados crudos frente a concentra­

iciones crecientes de los sustratos ATCy BTC,dedonde se distinguen a1
menos dos tipos de actividades. Frente a 1a ATCnuestros preparados

crudos mostraron la tipica curva en forma de campana con una concentración

óptima de ATC(0,545 mM)y pronunciada inhibición por exceso de sustrato.

Este tipo de respuesta es característica de las AChEsy no de las BuChEs.

La respuesta frente a BTCfue cuatro veces menor que la de ATCy no pre­

sentó inhibición por exceso de sustrato,respondiendo esta característica
a 1a de una BuChE.

La mismacaracterización frente a distintas concentraciones de sustratos

fue realizada sobre el preparado purificado,lo cual se representa en la
figura 6. En este caso se observa una tipica respuesta de AChE,pues1a

curva de ATCtiene la conocida forma de campana y la de BTCtambieh pre­

senta inhibición por exceso de sustrato,lo que parece indicar que la

AChEde cabeza de vichuca presenta especificidad cruzada hacia ATCy BTC.

aunque con una mayor afinidad por la ATCque por 1a BTC.
Estos resultados de nuestra enzima purificada de cabeza de T.infestans

recuerdan la AChEpurificada de cabeza de moscas la que presenta una

actividad no despreciable Frente a BTC,10que la diferencia de las AChEs

de mamíferos y en especial de la de eritrocitos de bovino ( 73 ).

Nosotros calculamos los valores de Kmy Vmaxpara el homogenato crudo

(figura 7} y para el preparado purificado(figura 8} gráficamente por
el método de Lineweaver y Burk .
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FIGURA 5

CURVAS DE ACTIVIDAD ESPECIFICA DE HOMOGENATOS CRUDOS DE

CABEZA DE TRIATOMA INFESTANS VERSUS LA CONCENTRACION DE ATC —C)­
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FIGURA 6

CURVAS DE ACTIVIDAD ESPECIFICA DE PREPARADOS PURIFICADOS DE AChE

DE CABEZA DE TRIATOMA INFESTANS VERSUS LA CONCENTRACION DE ATC —()­

Y DE BTC —‘¡- .
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FIGURA 7

CURVAS QUE REPRESENTAN POR EL METODO DE LINEWEAVER Y BURK LA

RELACION ENTRE ACTIVIDAD ESPECIFICA DE HOMOGENATOSCRUDOS DE

CABEZA DE TRIATOMA INFESTANS Y LAS CONCENTRACIONES DE ATC -(3­
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FIGURAS

CURVAS QUE REPRESENTAN POR EL METODO DE LINEWEAVER Y BURK

LA RELACION ENTRE ACTIVIDAD ESPECIFICA DE PREPARADOS PURIFICADOS

DE AChE DE CABEZA DE TRIATOMA INFESTANS Y LAS CONCENTRACIONES

DE ATC -Ó- Y DE BTC -.- .
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TABLA 6

DATOS DE Km X Vmax DE LA CÜ-INESTERASA DE CABEZA DE TRIATDMA INFESTANS

EN PHEPAHADUS CHUÜOS Y PURIFICADOS .

CRUDÜ PURIFICADO

ATC BTC ' ATC BTC

-5 -5 -5 ­
Km (M) 5 10 5 10 3,3 10 9,1 10 5

Q . . .max 10,4 2,63 150 9,5
nmoles '

min x_mgproteinas

En la tabla 6 vemos que la afinidad por los sustratos ATCy BTCdel sis­

tema enzimático crudo es el mismo,si bien es cierto que presentan una

diferencia de a veces respecto a las Vhaxpara cada sustrato ( es mayor
frente a ATCoue a ETC}. En cambio en los preparados purificados se pue­

.de apreciar una afinidad 3 veces mayor para ATCque para BTCy una dife­

' rencia en Vmax de 15 veces más para ATCque para BTC .

Si comparamoslos valores de Kmpara los preparados crudos y purificados

frente a ATCvemos que si bien son del mismo orden,el Km(ATC)del purifi­
cado es menor que el correspondiente valor del preparado crudo,lo cual
estaría indicando una mayor afinidad de la enzima pura por el ATCque

la del extracto crudo.

Las ChEs dentro de un mismo grupo de enzimas sean AChEs o sean BuChEs

'. presenten diferencias en ciertas propiedades cuando comparamosvarias

especies de animales,y dentro de una misma especie cuando comparamos

distintos órganos o diferentes preparados enzimáticos ( 75 J.

Las diferencias entre especies son muymarcadas sobre todo entre los

insectos. En la tabla 7 se presentan valores de Kmobtenidos con ATCan
distintas especies de vertebrados e insectos.
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DATOS QUE REPRESENTAN LAS CONSTANTES DE MICHAELIS-MENTEN DE LAS

COLINESTERASAS DE MAMIFEROS E INSECTOS EN COMPARACION CON LAS DE

TRIATOMA INFESTANS.

EBÉÏEÏ DE Km (M) REFERENCIAS
(ATC)

SUERODE _5 Simeon Vera,Croatica Chemica
60 10 Acta,46,137,1974

CABALLO _

SUERO HUMANO _570 10 idem

NUCLEOCAUDADO _5 Chan S.L. et al. J.Neurochem.,
23 10 19,2747,1972b.

DE BOVINO

ERITROCITOS _5 Shafai T. y Coftner J.A.,
12,5 10 Biochem.Biophys.Acta,236,612,1971a.

HUMANOS .

AChEde CABEZA _5 Yu Ching-Chieh,Ph.D.Thesis,
_ 8,7 10 University of Illinois at
DE GRILLO Urbana-Champaign,1970.

AChEde CABEZA 5 An-Horng Lee,Metcalf R.L.,Kearns2,88 10 C.w.,Insect Biochem,4,267,l974.
DE MOSCA

AChE de CABEZA 5
3,3 1o PURIFICADO

DET.infestans _5
4,35 10 CRUDO

(vinchuca)
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En general vemos que la afinidad por la ATCes mayor en el preparado

de AChEde cabeza-de T.infestans purificedo cue en el resto de los casos

presentados,salvo en el homogenatode cabeza de moscas,el cual posee un

Kmmuypróximo al de nuestros preparados purificados.

IVb) RESPUESTA DE LA ACTIVIDfiD COLINESTEHASICA CON DISTINTOS SUSTRATÜS

FRENTE A DIFEHENTES IHHIBIDCÉES.

Ademásde las respuestas a diferentes concentraciones de sustratos;la ca­

racterización de las ChEspuede ser llevada a cabo en parte por.la distin­
ta acción inhibitoria de compuestos más o menos específicos y por la

.respuesta de la actividad enzimática a diferentes-concentraciOnes de un
"mismoinhibidor.

Los compuestos inhibidores de las ChEsutilizados en este trabajo resul­

taron buenas herramientas bioquímicas y toxicológicas.

La reacción normal entre la ChEy su sustrato involucra el ataoue del

sustrato a la enzima con producción de una forma de enzima acilada,la

que rápidamente se hidroliza y produce enzima libre nuevamente.

Los anticolinesterásicos interfieren en general con esta secuencia,y
el punto de ataque dependeráde la naturaleza del inhibidor.

Estos puedenbloquear;l)el sitio aniónico,2)los sitios aniónico y estará­

tico,o 3) el sitio esterático, pero en casi todos los casos la reacción
es similar en alguna medida a la que ocurra entre la enzima y el sustra­

to. Algunos inhibidores son casi tan activos contra la AChEcomocon la

BuChE,perootros tienen una acción preferencial sobre-una de las dos

enzimas. Tal vez convenga recalcar que ningún inhibidor es absolutamen­
te especifico a un tipo de ChE. La acción diferencial es solamente de

grado de magnitud y se refleja en las distintas concentraciones a las
cuales el inhibidor afecta los dos tipos de enzimas.

Conalgunos compuestos inhibidores,en oetrrminndas especies,se logra

completa inhibición de una enzima con concentraciones que causan también

inhibición significativa en la otra enzima.
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Con otros inhibidores hay muypoca o ninguna superposición en las concen­

traciones efectivas y éstos son los llamados inhibidores selectivos.

En nuestro caso el problema que se nos presentó Fue establecer la especi­

ficidad de la enzima o de las enzimas presentes en nuestros hemogenatos

crudos de cabeza de vinchucas,distinguir entre ChEsy esteresas no espe­
cificas,entre AChEy BuChEu otras seudo-ChEs. EStas diferenciaciones

las llevamos a cabo con apropiadas combinaciones de los llamados sustra­
tos especificos y de los llamados inhibidores especificos.

Lo'importante que hubo que tener en cuenta fue que la especificidad de !

estos compuestos es muchomás relative que absoluta y particularmente I

en algunas especies. Ademáshubo que tener en cuenta que la clasifica­

ción de ChEverdadera y seudo-ChE responde a patrones elaborados con'

enzimas de mamíferos que no siempre son reproducibles en invertebrados

y más especificamente en los insectos. '

En nuestro caso ensayamos'como inhibidores selectivos de AChE;el TEA(154 J,

el Nu-125U ( 155) y como inhibidores selectivos de BuChE;el ISD-ÜMPA( 121},

el SKF-525A( 112},e1 Nu-683 ( 165) y la eserina comoinhibidor especifico

de las colinesterasas en general.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 8,y el análisis de los
mismosnos indica que toda la actividad enzimática pbservada,tanto frente
a ATCcomo a BTCfue debida a ChEs como lo demuestra la total inhibición

por eserina 10-5M . El ISÜ-OMPAy el SKF-525Apor su parte produjeron una

mayor inhibición sobre la actividad BuChEque sobre 1a actividad AChE.

Si bien no mostraron una selectividad total,este resultado puede conside­

rarse campuna respuesta diferencial en concordancia con lo reportado

para ChEs de otras especies ( 165}. Un análisis análogo se puede hacer

respecto al TEAcano inhibidor de la AChE,ya que el TEA0,1M inhibió el

97%de la activid d en cabeza de moscas y un 36% en cabeza de abejas usan­
do en ambos casos como sustrato la ACh( 164} y en cabeza de vinchucas

muestra una clara inhibición diferencial Frente a ATCy a BTC(tabla B].

En cambio el Nu-683 y el Nu—1250si bien mostraron una respuesta diferen­

cial respecto a ATCy BTC,su selectividad Fue inversa a lo esperado de

acuerdo a lo reportado para AChEde eritrocitos humanos ( 114} y seudo­

Che de plasma humano ( 113}.
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DATOS QUE REPRESENTAN LA ACCION DE INHIBIDORES SBLBCTIVOS SOBRE LA

ACTIVIDAD COLINESTERASICA DE CABEZA DE TRIATOMA INFESTANS EN HOMOGENATOS

CRUDOS Y PURIFICADOS FRENTE A LOS SUSTRATOS ATC Y-BTC.

.TIBMPO INHIBICION

COMPUESTOS DE CRUDO PURIFICADO _

INHIBIDORES PRE- Conc. ATc BTC _cOnc. ATC
INCUBACION (M) (M) '

(min.)
-5 ' -5

Nu-1250 5 5 10 34% 100%_ 10 22%

5 '10'5 80% 15%
Nu-683 5 _6 ' 10—5 72%5 10 64% ___

-5 -'-5
SKF-SZSA 5 5 10 0% 50% 5 10 0%

—2 —2
TEA 7 1o 72% 22% 10 75%

—5 —5
ISO-OMPA 5 5 10 0% 24% 5 1o 0%

—5 —5
BSERINA 15 10 100% 100% 10 200%
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Si bien este resultado es inesperado cabe destacar que Koelle (115}
trabajando con ChEde diferentes tejidos del gato,tambidh tuvo resultados
anómalos usando estos mismos inhibidores.

A los Fines da comparar nuestros resultados con estos inhibidores con

los reportados en bibliografia (165 j para otras espacies,se presenta
la siguiente tabla:

Cerebros Cerebros Cerebros Cabezas Cabezas de
de moscas de abejas de ratón de vinchucas vinchucas
(AChj (ACh) (AChJ crudo) urificadol

(ATC) (BTC) (ATC)

' . - -a -6 47 . —ó ' _
(Conc.Inh.) 3 10 M 3 10 M 1.5 10 M _5 10 M 10 5M

Nu_gsa “t‘
(% de Inh.) 50%- 50% 50% 64% 0% 72%

. h. -5 —s - -- _
(C°"° I" J 2,4 10 M 4 10 M 4 10 9M 5 10 5M 10 5M

Nu-IZSQ
(% de Inh.) 50% 50% 50% 34% 100% 22%

De la respuesta de nuestros homogenetos crudos de cabeza de Triatoma

_inFestans frente a distintos sustratos e inhibidores más o menos

selectiuos (tabla 8) es posible sacar algunas pautas respecto a la
composicióndel sistema colinesterásico presente en ellos.

Estas conclusiones se presentan en forma esquemática en la tabla 9,

en 1a que se advierte el caminoanalítico seguido para dilucidar la
presencia de al menos dos actividades colinesterásicas,una AChEy

otra BuChE,enlos hamoganatos crudos de cabeza de vinchucas.
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TABLA9ESQUEMAQUERESUMELASCONCLUSIONESOBTENIDAS

DELOSRESULTADOSDETABLA8.

SUSTRATOSINHIBIDORES.RESPUESTAS:CONCLUSIONES

fi deINHIBICION

1)ATC---———-———Probablepresenciadeunooambos

tiposdecolinesterasas.

2)ATCEserina10-5M100%Confirmaciónde(1)

3)a)ATCSKF525A5'10-5M0%Muyprobablementepresenciade

AChE.

3)b)ATCiso-OMPA510‘5M0%idem3)a).

4)ATCTEA10-2M72%Confirmacióndepresenciade'

IAChE.

5)BTC---—--——-—————ProbablepresenciadeBuChE.

6)BTCTEA10-2M22%MuyprobablepresenciadeBuChE.

7)BTCSKF525A510’5M50%

5 Confirmacióndepresenciade

a)BTCiso-OMPA'S10'M24%

BuChE.
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IVC) VARIACION DE LA ACTIVIDAD CULINESTERASICA CDN EL pH .

Cuandose ensayó la actividad enzimática de nuestros preparados_crudos

de ChEde cabeza de T.infestans frente a ATCa distintos pH por el méto­

do espectrofotométrico de Ellman (figura 9) encontramos que la actividad

creció claramente desde valores de pH 6 hasta pH 7,2-7,4 donde alcanzó

un valor máximo que fue considerado como 100% de actividad, y a pH mayo­

res de 7,2 se obtuvieron valores constantes no noténdose un descenso

significativo de la actividad hasta pH9 .

Uncuadro semejante se encontró al ensayar el preparado purificado frente

a ATCa distintos pH. Este tipo de resultados podría hacer pensar en la

.presencia de una ChEde tipo II en el homogenatocrudo y en el purifica­

do,ya que como es sabido la actividad de las seudo-ChEs varían con el pH

[en forma diferente a las AChEs.La AChEen general aumenta-su actividad

con el pH hasta un máximo entre pH 7-8 dependiendo de la especie y luego

cae abruptamente a pH mayores,en cambio las seudo-ChEs aumentan rápidamen­

te su actividad desde pH ácidos hasta pH alrededor de 7 y luego decae muy

lentamente o se mantiene constante a medida que el pH es aumentado.

Pero cuando ensayamos nuestros preparados crudos frente a ACha distintos

pH se observó que la actividad crecía rápidamente desde pH 6 hasta pH 7,2

y luego disminuía a'pH mayores. Si sumamosa esta observación-el resulta­

do obtenido con nuestro preparado purificada frente a ACha distintos pH

vemos que estamos en presencia de una AChE. En efecto el pH óptimo varia­

rá según la fuente de enzima y del tipo de preparadognero la curva de

actividad enzimática vs pH para AChEtiene la forma de campana cuando se

usa AChcomo sustrato. Este tipo de curva en forma de campana ha sido

tomada comocriterio de cue en el sitio activo de la AChEexisten un gru­

po básico y otro acfdico tal cue una variación de pH para ambos lados del

pH óptimo alteraria el grado de ionización de un grupo o del otro,

Bergmannet al. ( 177} trabajando con AChEde anguila eléctrica encontra­

ron que_conciertos sustratos incluyendo la ATC,laactividad enzimática

dependía del pH sólo en la zona ácida aumentando hasta pH 7 y mantenién­

dose constante a pH mayores. Nuestros resultados con hOmogenatoscrudos

y purificados frente a ATCa distintos pH son consistentes con estos ha­

llazgos y con lo demostrado para AChEde grillo ( 168) frente a ATCy PTA;
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FIGURA 9

.CURVAS DE VARIACION DE LA ACTIVIDAD COLINESTERASICA DE CABEZA

DE TRIATOMA INFESTANS CON EL pH.HOMOGENATOS CRUDOS FRENTE A ATC -- X-—

Y ACh —O- , Y DE PREPARADOS PURIFICADOS FRENTE A ATC —.- Y ACh —C"—-.‘
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La explicación estaría dada porque el sitio activo.(esterótico} de la AChE

tiene un grupo nucleofilico (Glj que es el OHde la serina y un grupo elec­

trofilico (G2) que es el DHFenólico de una tirosina.variaciones del pH
del medio afectarían el grado de ionizeción de'estos grupos influyendo
directamente sobre la unión del sustrato al sitio esterótico.

En efecto,le enzima cataliza la hidrólisis de la AChcuando se une por

puente hidrógeno el oxigeno etéreo de la AChy da otros Ü-alquil ésteres

con el Gz,es decir el OHfenólico de le tirosina, y por otro ledo en el

Gl el OHde la serina activado por un imidezol de la histidina(próximo
a éste en el sitio activo} ataca nucleofilicamente el carbonilo de la ACh.

Los iones hidrógeno inactivan competitivamente el OHde la serina a pH

bajos,y por otro lado los CHinactivan competitivemente el grupo electro­

filico (82) impidiendo la unión por puente hidrógeno al oxígeno etéreo
que_es lo que facilita el desprendimiento de la colina por un lado y del

acético por al otro (después del ataque nucleoFIlico sobre el cerbonilo).
Cuandose utiliza ATCoue tiene un azufre en lugar del oxígeno etéreo,

es decir que deriva de la tiocolina,1a unión puente hidrógeno entre el

OHFenólico y el azufre no tiene 1ugar,debido e oue el azufre es mucho

menos electronegativo que el oxigeno.

Pero la polarizabilidad del azufre_es suficiente para rOmperla unión

C-S-alquilo (el azufre tiene semejante electronegetividad al carbono}

despUésdel ataque nucleofilico al carbonilo del acetilo,1o oue no es po­
sible que ocurre con un O-alouil éster por tener una estructura muy

esteble,y'recuerir necesariamente de activación para romper esa unión

(por ejenplo por puente hidrógeno}. .

Él pH óptimo de la AChEde cabeza de vinchuca resultó semejante al de

la AChEpurificada de cucarachas y menor que el de preparados de cabe­

za de moscas y de grillos (tabla 10).
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DATOS QUE REPRESENTAN EL DH OPTIMO DE ACTIVIDAD COLINESTERASICA DE

DISTINTAS ESPECIES DE INSECTOS.

REFERENCIASFUENTE DE ENZIMA SUSTRATO pH OPTIMO

Chadwicket al.,Biol.
CABEZADE MOSCA ACh 8-9 Bu11.,106,139,1954

I - ' stegwee D.,Physiol.
CUCARACHA(SNC) ACh 7,4 Comparata et Oecol.,2,

241,1951.

:2:;:::::¿f2:::ï1-2
- - 6 5-7 o - " ’

(1ntést1no) ACh , , 75,1950.

CUCARACHA Lord K.A.,Biochem.J.,
(enteras purifica- ACh 7,2-7,4 78,483,1961.
das)

¿Ch 8 Lee An-Horng,Metcalf
CABB?A_DEGRILLQ ATC 3 R.L.,Kearns c.w.,1974,
(Purlflcada) pTA 3 Inséct Biochem.,4,267,

- 2
CABEZA DE VINCHUCA ACh ,
(purificada) ' ATC ,2
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IVd} VARIACION DE LA ACTIVIDAD CULÏNFSTEHAGICA CON LA TEMPERATURA . 'Ho

Conoes de esperar para una Enzimala actividad colinesterásica de nues­

tros preparados se vió afectada por la temperatura. En general 1a tem­

peratura óptima para la AChEde tejidos de mamíferos está entre 37° y

40° ( 20 j, y de acuerdo a Shukuya ( 29 ) y a Wilson y Cabib ( 30 j

el Kmseria independiente de la temperatura_para eSta_enzima entre 15° y 30°.
La AChEda mamíferos c0mienza su inactivación a 56° ( si J y se pierde

totalmente a 70°. Las ChEsde_insectos son rapidamente inactivadas por

sobre los 55° ( 72 J. En nuestro caso obtuvimos valores similares con
los preparados crudos de ChEde cabeza de T.infestans y con los prepa­

'rados purificados (figura 10). '

“En 1a figura 10 se observa que tanto con el crudo comocon el purificado
la actividad aumenta sostenidamente por encima de los 20° hasta llegar

a un máximo a 45° para la AChEpurificada y un máximo a 50° para la

ChEde homogenatos crudos de cabeza de vinchucas.Esto estaria indican­

do una mayor termolabilidad de la AChEen el preparado purificado que

en el crudo. Después de los respectivos máximosla caída de actividad

en ambos casos con el aumento de la temperatura sa hace bastante paralela.

Algo similar ocurre cuando se ensaya la variación de la actividad ChEde

cerebro de abeja y de eritrocitos da bovino con 1a temperatura ( 178).

En_la-figura ll se representa 1a curva de inactiveción por calor de
homogenatos crudos de cabeza de T.infestans sometidos a 50° durante

distintos tiempos. Del análisis del gráfico vemos oue a los 25 minutos

se pierde un 25%de 1a actividad frente a ATCy BTCy este porcentaje

de inactivación se mantiene paralelo para ATCy BTChasta los 90 minutos,

a partir de d0nde las curvas se separan hasta llegar a los 150 minutos

donde vemos un 60% da inactivación frente a ATCy un 30% frente a BTC.

En principio la actividad colinasterásica del crudo se muestra muy

termoastable,ya que recién a los 240 minutos de incubación a 50° sa

observa-un 50%de inactivación frente a BTCy un 73% frente a ATC.

La variación diferente de las curvas de ATCy BTCsugieren la presencia

de al menos dos enzimas con termoestabilidad diStinta. En efecto a los

150 minutos apareca una disminución da la actividad que es mayor frente

a ATCoue a BTC,probab1ementa debide a una AChEmenos termoostable que
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FIGURA 10

CURVAS DE VARIACION DE LA ACTIVIDAD COLINESTERASICA DE CABEZA

DE TRIATOMA INFESTANS EN HOMOGENATOSCRUDOS m-Ó-u-Y PREPARADOS

PURIFICADOS -O- FRENTE A ATC CON LA'TEMPERATURA.
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FIGURA 11

CURVAS DE INACTIVACION POR CALOR A 509 EN FUNCION DEL TIEMPO

DE HOMOGENATOS CRUDOS DE CABEZA DE TRÏATOMA INFESTANS

FRENTE A" ATC —0— y A. BTC —o—0— .
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FIGURA 12

CURVAS DE INACTIVACION POR CALOR A 459 EN FUNCION DEL TIEMPO

DE PREPARADOS PURIFICADOS DE AChE DE CABEZA DE TRIATOMA INFESTANS

'FRENTE A ATC —O- Y A BTC -O-O— .
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la enzima responsable de hidrolizar BTC(BuChE).

En la figura 12 se representa la curva de inactivación por calor a 45°

del preparado purificado de AChEde cabeza de vinchucas. Del análisis

de la mismase advierte la menor termoestabilidad del preparado purifieado

respecto del crudo ya que a los 5 minutos de calentamiento a 45° se alcan­

zó un 52%de inactivación,efecto que en el crudo se logró a 50° después

'de 2.horas y media.

En la figura 12 vemosun paralelismo en las curvas de inactivación para

ATCy BTC,lo que sugiere la existencia de una sóla enzima que hidroliza

a ambossustratos.

IVe) ACTIVIDAD COLINESTERASICA FRENTE A DÏSTINTOS SUSTRfiTOS

“xLa actividad colinesterásica especifica fue determinada en homogenatos

crudos y purificados frente a distintos sustratos,los resultados obteni­
dos se resumen en la tabla ll. El análisis de la mismanos indica que

tanto el homogenatocrudo comoel purificado fueron activos frente a

todos los sustratos usados.Ambospreparados mostraron su mayor actividad

frente a AChy a ATClo que sa explica por la presencia de una AChE.

Si se tiene en cuenta la cadena alifática del éster de colina vemos

qUe en el preparado purificada se observa un orden de actividad :

acetil>>propioni1>-butiril.análogo al reportado para AChEpurificada
de Blatella qermanica (cucaracha) (169 J.

En cambio en el preparado crudo se observa una mayor actividad frente

a BChque a PCh,justificab1e por la presencia de una BuChÉ.‘

La APMeChes un sustrato reportado por su especificidad para la AChE( 127 j
y en nuestro caso resultó ser un buen sustrato de homogenatos crudos y

purificados.En cambio la BzCh.c0nocida por su especificidad para la BuChE

y por no ser hidrolizada por la AChEde mamíferos(127 ),fue sorprendente­

mente hidrolizada por nuestro preparado purificado.

Los tiosustratos ensayndos fueron hidrolizados por ambospreparados
aún el éster neutro PTA.
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TABLA 11

DATOS QUE REPRESENTAN LA ACTIVIDAD ESPECIFICA COLINESTERASICA DE PREPA

RADOS CRUDOS Y PURIFICADOS DE CABEZA DB TRIATOMA INFESTANS FRENTE A

DISTINTOS SUSTRATOS.

nmoles de sustrato nmoles de sustrato
min x mg de protelna minxmg de proteína

TIPO DÉ SUSTRATO CONCENTRACION

(M) (CRUDO) (PURIFICADO)

ACETILCOLINA 2 10’4 10,9 523,8

pROpIONIL- 2 10’4 5,8 301,6
COLINA

BUTIRIL- 2 10'4 7,05 198,4

COLINA

ACBTIL MBTIL- 2 10’4 6,5 238,0
COLINA

¿4
BBNZOIL- 2 1o 5,8 142,8
COLINA

. ¡ACETILTIO- 5,45 10'4 ' 10,4 150,0
COLINA

BUTIRILTIO- 5,45 10'4 2,6 9,5
_COLINA

FENILTIO- 1 1o"3 8,6 5,35
ACETATO
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IVF} CÚWPUÉICIUNIÉNZIMATICA DE LOS PH'PAHADOS CRUDS Y PURIFICADU

Los resultados obtenidos principalmente con diferentes sustratos e inhi­

bidores indican que nuestros preparados crudos de cabeza de T.inFestans

contienen una mezcla'compleja de esterasas. La actividad enzimática fren­

te a PTAprevia inhibición con aserina 10-5Mseñala la presencia de

esterasas (no colinesterasas). La inhibición c0n pareoxonprevia inhi­

bición_con eserina permitió detectar la presencia de carboxiesterasas

ademásde las aril + acatilesterasas (172 J.

Respectoal sistema colinesterésico (eserina sensible} el análisis de :

1} La actividad significativa frente a ATCy BTC(tabla 11).

2) Las curvas de actividad específica vs concentración de ATCy BTC(figura 5).

.3) La acción de inhibidores mas o menos selectivos-como el SKF-S?5A,ISO­

.OMPA,TEA,Nu-683,yel Nu-125U usando ATCy BTC como sustratos (tabla B}.

4} Las curvas de inactivación por calor a 50° frente a ATCy BTC(Figura ll).

representa una buena evidencia de la presencia de al menos dos ChEs, una

verdadera (tipo-I) y otra seudo-ChE(tipo II}.

El esquema de purificación aplicado sobre este complejo homogenato crudo

simplificó considerablemente el contenido esterásico. En efecto,el conte­

nido en esterasas(eserina resistentes} se redujo a cero (tabla 5).

El sistema colinesterásico purificada se comporta comoconstituido por
una única enzima de acuerdo a las siguientes evidencias experimentales:

1] Unaactividad signiFicativa frente a ATCy muypobre frente a BTC(tabla_ll).

2) Curvas de actividad especifica vs concentración de ATCy BTC(ocurrien­

do inhibición por exceso de sustrato en amboscasos) (Figura 6).
3) Acción de inhibidores selectivos como el SKF-525A,TEA,ISO-CïPA,Nu-683,

y Nu-125U,usando ATCcomo sustrato (tabla 8).

a) Inectivación por calor a 45° usando ATCy CTCcomosustratos,siguen
una respuesta paralela (Figura 12]. I
De estas evidencias y del resto de la caracterización que se describiera

concluimos que la actividad del preparado purificado de cabeza de T.infes­

tens corresponde a una AChE( tipo I j.

.vvv-..

una".
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IVQJ ANALISIS POR ELÉCTROFCPESIS EN GEL DE PÜLIACRILAMIDA

Alos fines de obtener una mejor información sobre la composición estará­
sica de los preparados crudo y purificado,como asimismo de contar con

un criterio de pureza directo para evaluar nuestro preparado purificada,
se ensayo la electroforesis en gel de poliacrilamida,como se describe en
la.parte experimental.

.Los resultados obtenidos revelando con aNAel zimograma obtenido de un

preparado crudo de cabeza de T.inFestans se muestra en la Figura 13 .

En el mismose pueden apreciar claramente 5 bandas de actividad enzi­

mática,indicadas en orden de menor a mayormovilidad electroforética

como 2,3,4,5 y 6.

En corridas electroforéticas independientes hechas con h0moáenatossimi­

“1ares se reveló con ATCcomose describió en la parte experimental.obser­

vando en ellas 2 bandas de actividad enzimática de las cuales , una era

también visualizada por aNA(banda 2 j y la otra de menor movilidad la

que se indicó como banda 1 .

El comportamiento de las bandas Frente a ambos revelados como asimismo

su inhibición por eserina y paraoxon se resume en la tabla 12 .

De acuerdo a ese comportamiento,en dicha tabla se puede observar una cla­

sificación tentativa de esterasas de acuerdo a Holmesy Masters ( 172}.

La misma nos indica que las bandas 1 y 2,probablemente las de mayor peso

molecular.pueden ser atribuidas a ChEs,las bandas 3 y 6 podrian clasiFi-.

carse comoaril y/o acetilesterasas,en cambiolas bandas 4 y 5 presentan

un comportamientode carboxiesterases.

Preparados purificados de AChEde cabeza de T.infestans,como ya se descri­

biera,Fueron estudiados en Formasimilsr‘por electroforesis en gel de
poliacrilamida. Sorprendentemente ninguna de las_bandas presentes en el

crudo fueron visualizedas en este caso. Cuandose usó gel espaciador
para realizar la corrida electroforética del preparadopurificado,se
pudo visualizar por aNAque la actividad en7imética quedaba en el

especiedor sin.entrar al gel de corrida. Dadaslas caracteristicas de oo­

Vrosidad. del gel espaciador se puede afirmar que la presencia de una ban-.

da en el mismo estaria asociada e una enzima de alto peso molecular
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iz cue no tiene la posibilidad de entrar al gel de corrida(figura lá).
Esta nueva banda ausente en los Zimogramasde preparados crudos,seria la

única enzimapresente en preparados purificados,que las evidencias bioquí­

micas ya mencionadas,la señalan como una AChE.

Este cambio de movilidad electroforética en la banda correspondiente al

preparado purificado podria explicarse en base a observaciones reportadas

,con ChEsde otras fuentes. En efecto,han sido encontradas formas molecu­

lares múltiples de AChEen todo el reino animal; gusanos (179 ),insectos
(-38 },paces( 181) y mamíferos (182 ).

Estas formas moleculares múltiples pueden agregarse o desagregarse rever­

siblamante por una diversidad de Factores . Hollunger y Niklasson (183).
trabajando con AChEde núcleo caudado de bovino encontraron una forma

soluble de BU.UOUda PM,cuyo almacenamiento formaba agregados de 250.000.

o 500.000 y hasta 1.000.000 o más de PM.

Tambienobservaron qua las tentativas de purificación de los preparados

de bajo PMsufrieron agregación para dar formas de alto PM.

Por otra parte,E1defrawi et al. ( 38 ) trabajando con AChEde mosca extraída

con soluciones de Triton X-100,encontraron que la enzima se agregaba en

bajas concentraciones salinas. Ademásencontraron cambios en las bandas
del zimogramaobtenido en gel de poliacrilamida cuando los preparados

anvejacian. í l

Estas evidencias reportadas,podrían ayudar a explicar el comportamiento

electroforético de nuestro preparado purificada. En efecto,1a banda corres­

pondiente a una AChEde alto PMobservada en el preparado purificado
pueda ser atribuida a una forma de agregación debida al proceso de puri­

ficación aplicado; Esta transformación no ofreceria dudas en cuanto a

1a representatividad de esta forma enzimática respecto a la enzima de

honogenatos crudos,ya que la agregación sólo afectaría al PMy no a las
propiedades catalíticas,como lo demostrara Massoulié et al. ( 184 J para
AChEde Elvctrophorus electricus.

Respecto al proceso de purificación ensayado,con el fin de obtener una

información general de la eficiencia del mismo,se recurrió a analizar
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el zimogramarevelado para proteinas tanto del homogenato crudo comodel

purificada. Los resultados obtenidos se muestren en la Figura 14.

Cabe aclarar que la benda due aparece en todos los zimogramas correspon­

dientes el preparado purificada en el frente de conride,no es revelable

como.esterase ni comoproteína y podría ser atribuida a lípidos y/o

trazas de pigmento.

'E1_enálisis de los zimogromasde la figure 14,1ndica una notable simpli­

Ficación de las bandas de proteínas del honogenato crudo al preparado

purificed0,donde sólo se observa una en el tope superior del gel que

corresponde a le AChEagregada.

TABLA 12

CARACTERISTICAS DE LAS BANDAS PHESENTES EN EL ZIMDGHAMA DE LA FIGURA 13

Clásificeción 'Hevelado. - Inhibición

BANDASnaftil acetato ATC Eserina Paraoxon

Colinesteresa I no si si Si
Colinesterasa II si si si si

Aril y/o
Acetilesterssa III si no no ' no

Carboxi­

esteresa IV si no no si

Carboxi-_

esteresa' V si no no si

Aril y/o
Acetilesterase VI si no no no
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FIGURA 13

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE PREPARADOS

DE ACETILCOLINESTERASA DE CABEZA DE TRIATOMA INFESTANS.

ZIMOGRAMA REVELADO CON ALFA-NAFTIL ACETATO.

A: preparado purificado —B: preparado crudo —
C: esquema del preparado crudo (banda I: revelada con ATC)
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FIGURA 14

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE PREPARADOS DE

ACETILCOLINESTERASA DE CABEZA DE TRIATOMA INFESTANS­

TINCION DE PROTEINAS­

A;preparado purificado ——B: preparado crudo ——C:
preparado crudo.

-I
D

esquema del
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V) ACTIVIDAD Y SUBCEPTIBILIDAD DEL SISTEMA CÚLINEGTEHASICO DE CABEZA

DE THIATUMA INFESTRNS A CLMPUESTUS UHHANUFOHFURADOS EN FUNCION

_D_E(LDESAHRÜLLÜ PuST-EEAEHIONAHIO.

Va} EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD CULINESTERASICA

Es ampliamente conocido que la actividad colinesterásica es afectada por

.una variedad de factores entre los cuales podemoscitar por su importan­

cia toxicológica a la eded,sexo,y etapa de desarrollo del insecto.

Unconocimiento de la influencia de los mismos,podria ayudar a interpre­

tar diferencias en susceptibilidad a oOmpuestosanticolinesterasicos.
Respecto al desarrollo post-embrionario de insectos es sabido que el
SNCes remodelado para desarrollar'nuevas funciones con la incorporación
de un nuevo repertorio de comportamiento,asf comotambien el exoesouele­

“to y la musculatura es redimensionada durante la metamorfosis de larva

e pupa y luego a adulto(en los insectos de metamorfosis heteromorfa] o

comoen la vinchuca,durante los distintos estadios hasta llegar a adulto
(insectos de metamorfosis holomorfa).

Este metamorfosis del SNCpuede involucrar;muerte celular programada,

proliferación de neuronas y glia,crecimiento del neuropilo,formación

de nuevas sinapsis,migración de neuronas y fusión de ganglios.

En nuestro caso el T.infestans presenta una metamorfosis holomorfa y

aunque la variación de su comportamientodurante el desarrollo post-embrio­

nario no presenta cambios espectaculares es dable esperar una remodela­

ción gradual del sistema nervioso hasta llegar a adulto.
Del estudio realizado midiendola actividad colinasterésica para los

distintos estadios,surgieron los datos cue se resumen en la tabla 13 y

en la figura 15 . El análisis de estos datos arroja una aparente contra­

dicción en cuanto e la forma de expresar la variación de la actividad
colinesterásica. En efecto,cuando 1a actividad colinesterésica se

expresa por unidad orgánica ( por cabeza J comose aprecia en la figura

15 , la mismacrece durante el desarrollo post-embrionario hasta llegar
a adulto. En cambio cuando la actividad enzimática es expresada por peso

de cabezas en mg,1a tendencia es exactamente la Opuesta,es decir decrece
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FÚNCION DEL DESARROLLO POST-EMBRIONARIO DEL TRIATOMA INFESTANS

BTC2ACTIVIDAD POR CABEZA Y POR PESO DE CABEZA FRENTE A ATC Y BTC,BN

Y CABEZA5,uq DE PROTEINAS POR CABEZAS,ACTIVIDAD ESPECIFICA FRENTE ATC Y

v
DATOS QUE REPRESENTAN LA EVOLUCION DEL PESO DE LAS NINFÁS

TABLA 13'
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FIGURA 15

CURVAS QUE REPRESENTAN LA EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD coLINESTERASICA

DE HOMOGENATÓSDE Triatoma infestans FRENTE A Los SUSTRATos:

ATC «o tJ,BTC‘G*anEXRRESADA POR CABEZAy ATC G-O—Q,BTC 0-0-9

ExRRESADA POR PESO DE CABEZA,EN FUNCION DEL DESARROLLO

POST-EMBRIONARIo.

VI(adu1tos)

ESTADIOS
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desde ninfa I hasta adulto. Estas tendencias son muchomayores y marcadas

en la AChEque en la BuChE.Este hccho estaria Justificado,dado cue la

AChEes casi la única ChE en el SNCque aumenta-significativamente duran­

te el desarrollo del mismo,debido a que está asociada a las neuronas y

a la glia las cuales aumentanmitóticamente a través del desarrollo post­
embrionario. .

,Vb) EVOLUCION DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE LA CCLINESTERASA A INHIBIDORES

l ORGANÜFUSFALJQ

Algunos autores piensan que el fenómenode resistencia en insectos,tan

difundido hoy dia,se podria explicar en parte por modificaciones en la

susceptibilidad de la enzima "target" de_los insecticidas 0P._Esto hace
importante el estudio y caracterización de estos sistemas "target" en los

insectos plaga. I

O'Brien et al.(185 J reportaron que una cepa de moscaresistente,fue 1500_

veces menos susceptible a un insecticida 0P (Rabon) que una cepa normal

de la mismaespecie. Esta variación tan notable,se debió a las diferentes
características de las respectivas AChEs.

Brattsten y Metcalf (186 J consideran distintos Factores que podrian jus­
tificar diferencias de toxicidad de carbamatos con la edad de los insec­

Itos en distintas especies de moscas. Entre las causas estudiadas figuran

variaciones en la suscaptibilidad de la ChEa los insecticidas anticoli­
nesterásicos.
Es obvia la importancia toxicológica del estudio de las variaciones de

las enzimas "target" en cuanto a su susceptibilidad frente a inhibidores.

En la tabla 14 se recopilan los valores de I para paraoxon,malaoxon y50
DDVPcalculados en ChE de cabeza de vinchucas en distintos estadios de

su desarrollo post-embrionario,como asimismo en adultos de distinto sexo,

distinta edad y distinto estado nutricional .
Comose aprecia en la tabla 14,no se encontraron diferencias significati­

vas para_los fosfatos ensayados. Siendo en general el paraoxon el más activo.

Estos resultados muestran que las variaciones de susceptibilidad del in­

secto en sus estadios de desarrollo no pueden ser atribuidas a modifica­

ciones en le enzima "target" oue le hagan más o monos susceptible a los

inhibidores.
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TABLA 14

DATOS QUE REPRESENTAN LA VARIACION EN LA SUSCEPTIBILIDAD DB LA

COLINESTBRASA DE DISTINTOS ESTADOS DEL DESARROLLO POSTEMBRIONARIO,SEXO,

LA EDAD,y EL ESTADONUTRICIONALDEL Triatoma infestans A LA

INHIBICION POR PARAOXON,MALAOXONy DDVP EXPRESADA COMO "ISO".

. I50 (Molar)
ESTADIOS. PARAOXON MALAOXON DDVP

II. 2,1 10‘6 0,5 10-6 4,0 10-6

III 1,1 10'6 1,5' 10‘6 2,0 10'6

v 1,1 10’6 1,5 10"6 3,8 10’6

VI 1,1 10’6- 1,5 10'6 4,0 10’6
(Adultas '

. L -6 -6 —6rec1en mudadas) 1,1 10 1,5 10 4,0 10

v1

(5 meses de 1,2 10'6 1,5 1o“6 4,0 10’6
edad,y recién
comidos)

VIO

-6 -6 —6
(5 meses de edad 1,2 10 1,5 10 4,0 10
y 15 días de ayuno)
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O'Brien (157) describió la cadena causal de eventos cue conducen a la muer­

te por 0P en mamíferos de le siguiente Forma: l) Inhibición de le ChE .
2} Acumulaciónde ACh,3} Interrupción de la función nerviosa central o

periférica,4j Falla respiratoria y 5} Muertepor asfixia.

El enumeró los mecanismos involucrados en la muerte comobroncoconstricción,

¡descenso de presión sanguínea,bloqueo neuromuscular de músculos respirato­
rios y Falla del centro respiratorio.

Mangle y Casida ( 188} demostraron para 12 de 17 compuestos 0P ensayados,

que el tiempo de máxima inhibición de ChEen moscas tratadas coincidió con

el tiempo de muerta. _

Sin embargo Hopf y Taylor_( 189) reportaron que le ChEdel nervio de la

¿langosta puede ser totalmente inhibida por un 0P y el insecto aún no
demostrar estar afectado.

Parece no tener chance que la inhibición de cualquier otra esterese,como

las aliesteresás,puedan resultar la causa de intoxicación en insectos( 190).
Existen muchosotros datos que avalan y contradicen le teoría anticoli­

nesterásica de los 0P en la intoxicación de insectos,pero el balance de

evidencias hasta el presente soporta el punto de vista que la inhibición

de la ChEen mamíferos as análoga a lo que ocurre en insectos.

Van Asperen ( 191} dice que debe tenerse en cuenta que para probar que una

sustancia debe su toxicidad a la inhibición de una enzima,es necesario

verificar: quue tiene una Fuerte acción inhibitoria "in vitro" sobre le
enzima,2) que esta enzima en el insecto vivo está realmrnte_inhibida en
el momentoen que aparecen los sintomas de intoxicación.

Conel Fin de verificar una posible correlación entre le inhibición "in vivo"
de le ChEde cerebro de vinchucas y la sintomatología de envenenamiento

por OPse realizó la siguiente experiencia. Seleccionamos 90 vinchuces

machos,ayunadas durante 14 dias y fueron elegidas por pesos entra 100 y

260 mg,fueron tratadas por aplicación tópica comose describió en la

sección Materiales y Métodos.con paratión en una dosis 12.5 ug/gr .

La dosis usada corrnsnondió a 10 veces la LDSUdeterminada en hembras,con
al fin de poder evaluar el proceso de intOxicación en un lapso que favore­

ciera la observación ( aproximadamente9 horas] .



—131¿

Los insectos tratados se dispusieron en 10 cristalizadores de vidrio da

10 cmde diámetro a razón de 9 insectos por recipiente,colocando papel

plegado en cada uno de ellos a los fines de evitar contaminación acci­
dental de cabezas por contacto con abdónenes topicados.

Se realizó una observación detallada del comportamientoy sintomatología

de los insectos tratados comparandoloscon el grupo control.

-Despuésde intervalos de una hora,se separaron 9 insectos al azar y se los

congeló a -16°C por 3 minutos,luego de lo cual se los sometió a lavado

con acctona para eliminar posibles vestigios de insecticida no penetrado

y luego se los lavó con agua destilada para eliminar la acetona.

.Con los insectos secados con papel de Filtro se realizaron 3 homogenatos

de 3 cabezas cada uno en 0;2 ml de solución de ClÑa 0,5M. Sobre dichos

“preoerados se efectuó la medición de la actividad ChEde cabezas de vinchu­

cas y determinación de proteínas. En los casos enzque se observó muerte

los insectos fueron inmediatamente congelados a -16°C para la corres­

pondiente determinación de actividad ChE.

Se adoptó comocriterio de muerte la inmovilidad del insecto,las patas

recogidas y cruzadas sobre la parte vsntral y total falta de respuesta a

estímulos por contacto Fisico y luminosos.

Los tiempos individuales de muerte fueron registrados,siendo su promedio

7 horas y 3 minutos con una desviación standard de 1 hora y 24 minutos .

Los resultados obtenidos son presentados en la Tabla 15 y en Ia figura_16,
El estudio sobre el efecto tóxico del insecticida aplicado,se basó en las

observaciones de las respuestas Físicas y el comportamientode los insec­
tos tratados.

En lae dosis ensayada aparecieron los característicos sintomas de los

venenos nerviosos oue se pueden_describir en cuatro estadios:

l} Ekcitación,2j Convúlsiones,3) Parálisis,y Á} Muerte.
El primer sintama de intoxicación aparece después de un cierto lapso que

se llama periodo latente que en nuestro ceso fue entre 3 horas 30 minutos

y 4 horas. Estos períodos latentes prolongados están indicando general­
mente la penetración del tóxico y la subsiguiente conversión metabólica

del compuesto "in vivo" a una forma más tóxica.
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La comparaciónde los tiempos relativos en los distintos estadios de la
intoxicación indican la naturaleza del envenenamiento,comoacción parali­

tica o estimulante. En nuestro caso el periodo de excitación es mayor que

al de parálisis comopuede observarse en la figura 16 ,

La excitación.es precedida por unperiodo en el que el insecto aparece

inquieto y esto se manifiesta por los tipicos movimientosde"limpieza"

que consisten en limpiarse las antenas u otras partes del cuerpo con la
boca,actividad que no fue observada en la vinchuca.

La excitación puede reconocerse generalmente por los movimientos Frenéti­

cos del insecto,en vinchucas esta es muynotable ya que tiene comotodos

los hemipteros hábitos muyperezosos.

Despuésde la encitación y antes de las convulsiones,los insectos tratados

presentaron claros sintomas de incordinación: que podrían provenir de
una perturbación nerviosa central. ­

En el periodo de las convulsiones se observan rápidos movimientos de las

patas,como debida a fibrilación muscular,despliegue de las alas,mayor

duración de la relajación del rostro (que vulgarmentepodria describirse

como "pico extendido“).

En cuanto a las convulsiones observadas_parecieran distinguirse dos tipos

diferentes. Las primeras en aparecer son rápidas contracciones y relajacio­

nes de las patas acompañadasa veces por similares movimientos de rostro

y antenas. Las segundas se caracterizan por lentas y sostenidas extensio­

nes de las patas,que producen una anormal elevación del insecto sobre

el par de patas traseras.
Estas dos clases de convulsiones recuerdan las definidas en mamíferos

intoxicados por 0P ( 77 j. Las primeras descriptas comoclónicas o

corticalas caracteristicas de la acción de la estricnina y las segundas

tónicas o meduleres propias de la intoxicación por curare ( 192}.
Enla figura 16 se representó la Actividad especifica colinesterésica

en función del tiempo de intoxicación. Haste la cuarta hora no se observó

un decrecimiento significativo de la actividad enzimática ,el análisis
estadístico de estos datos aplicando el test de Student dio un p)“0,5

indicativo de que no hay'diferancias entre ellos .
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DATOSQUEREPRESENTANELPORCENTAJEDEINHIBICIONDELAACTIVIDADCOLINESTERASICADE

CABEZADETRIATOMAINFESTANSENFUNCIONDELTIEMPODEINTOXICACIONPORPARATION.

TIEMPO

ACTIVIDADESPECIFICA

ACTIVIDADESPECIFICA

PROMEDIO+0'

(horasdenmolesdeATC/minxmgproteinasINHIBICION(')SINTOMAS

intox1cac10n)19293Q

02,853,36.3,623,260,390-normal

13,703,563,593,620,060"_ 22,883,003,493,140,320"

'.

g 32,102,885,143,361,580"

H

'3,53,724,173,363,750,420inquietud
43,302,853,723,300,61oexcitación

50,872,161,741,580,6553,4%'incoordinación
y convulsiones.

61,000,971,001,000,0370,5%convulsionesy

parálisis.

tiempode.

.0,260,520,290,360,2689,4%muerte

muerte| .

(#)

(’)Referidoalaactividadpromedioparalosdatosobtenidoshastalas4horasdeintoxicación,

considerádos.comoniveldeactividadnormal(3,39+0,23nmolesdeATC/minxmgdeproteinas)

(#)tiempodemuertepromedio=

7horas3min.+1hora24min.
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FIGURA16

CURVADELAACTIVIDADESPECIFICADECOEINESTERASADECABEZADETRIATOMAINFESTANS ENFUNCIONDELTIEMPODEINTOXICACIONPORPARATION.
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La actividad observada luego de 5 horas de intoxicación muestra un decre­

cimianto significativo ( p<ïU,05 j'que se continuó hasta el tiempo de muer­

te cayo promedio Fue de 7 horas .

Conlos datos de actividad específica qoa no mostraron diferencias signi­

ficativas ( de 0 a 4 horas , p>>0,5 j se obtuvo el valor medio,el que se

tomó como ¿1 nivel normal de actividad ChE en el insecto. En base a este

.valor en la Tabla 15 se representa el porcentaje de inhibición en función
del tiempo de intoxicación . ¡y

Apesar que los primeros sintomas aparecieron entre las 3 horas y media

y las 4 horas,no se observó para estos tiempos inhibición de la_actividad

ChE . Recién en la quinta hora,cuando los insectos manifiestan "Kndckdown“

y convulsiones,la inhibición de la actividad ChEse hace detectable (53¡3%).

Plapp y Bigley (193 j observaron máximainhibición de ChE en moscas trata­

das con una dosis de malation y peration igual a la LD50de 50-60% y 69%.
respectivamente. En el mismotrabajo se reportó que la inhibición maxima

de ChEdependía de la dosis aplicada."

En nuestro experimento a 1a sexta hora de intoxicación todos los insectos

estaban afectados,le mayorparte de ellos con convulsiones o paralizados
y la actividad ChEhabía descendido a un 29,5% de la actividad normal.

s Al tiempo de muerte promedio obserVedo (-de 7 horas y 3 minutos j la acti­

vidad ChEllegó a su valor minimo que Fue de 10,5% del valor normal, es

decir un 89,5% de inhibición. _ _ '
Nuestros resultados son consistentes con las observaciones de otros auto­

_ res respecto a una correlación entre avance progresivo de la intoxicación
manifestada por sintomas característicos y la inhibición de le actividad
ChEen la cabeza del insecto.

Matcalf y March ( 89 J intoxicando abejas con paratión y TEPP'observaron

en general que un 50%de inhibición conducía a hiperexcitabilidad,65% a

"knock down“,9u%a parálisis y 98% a muerte .

Mengle y Casida (188 } intoxicsndo moscas con Sarin encontraron similar

correlación de sintOmatologia e inhibición de la ChEde cabeza de moscas.

Cabe destacar que no sólo en cerebros de insectos ha sido observada una

correlación entre la inhibición de la ChEy el proceso de intoxicación por 0P.
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Booth y Metcalf ( 180} demostraron en moscas mediante técnicas histoqui­

micas que parece ser más critica la inhibición en tórax que en cerebro.
UKy Himel ( 195) encontraron inhibición progresiva en el tiempo traba­

Jando con tórax de moscas intoxicadns con un tiofosfato (Clorpirifos).
En su trabajo de tesis Booth estudió mediante técnicas histoquimicas la

inhibición ChEen distintas especies de insectos intoxicados con 0P.

El concluye que no parece haber una regla general respecto al sitio más

critico asociado a causa de muerte.

En nuestro caso medimos la inhibición en ChEde cabeza de vinchucas ya que

en la mayorparte de los insectos.en los que se estudió intoxicación por

DP "in vivo" se encontraron muybuenas correlaciones entre la sintomato­
logía del avance de la intoxicación y la.caida de la actividad ChEen!

oabaza. Por otra parte los hábitos hematófagos del T. infestens complican

la interpretación de la inhibición de la actividrd ChEen tórax.

La bibliografía sobre inhibición enzimática correspondiente al tiempo de

muerte reportó porcentajes variables,indicando en general una inhibición

masiva.Inc1uso en algunos casos,distintos compuestosa diferentes dosis
producían porcentajes distintos de inhibición ChEal tiempo de muerte.

Aparentementeno existiría una inhibición determinada correspondiente al

tiempo de muerte. A la luz de recientes hallazgos este hecho podría inter­

pretarse comoque la causa de muerte podria estar asociada a la inhibición
de determinada isoenzima de la AChEmás critica para la vida del insecto.

O'Brien et el. ( 185 j y Zattler y Brady ( 194} trabajando con tórax y

_cabezas de moscas separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida

distintas isoenzimas de la AChEcuya inhibición en insectos intoxicados

con compuestos 0P variaba.

Por otra parte Booth-Metcelf encontraron por histoquímica en moscas trata­

das con UÉque la inhibición de la ChEperiférica del ganglio torácico

tiene una importancia crítica en el envenenamientodel insecto.

Este hecho podría hacer pensar que además de le posible importancia de

diferentes isoenzimas comopunto de ataque critico de los 0P,la AChEde

determinadas áreas del SNpodrian tener una particular importancia en re­

lación con la sintomatología y muerte de los insectos intoxicados.
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A los Fines de obtener una información más detallada de la inhibición co­

linesterásica “in vivo" de los T.inFestans intoxicados por paration

se realizó un análisis de los homogenetoscrudos de cabezas por gel de
poliacrilamida en los insectos intoxicados.

La Figure 17 muestra el zimograma revelado con aNA,proveniente de los

insectos intoxicados con paratiOn al tiempo de muerte y comparativamente

el zimogremacorrespondiente a un grupo de insectos control realizado
en-las mismas Condiciones.

La comparación da ambos zimogremas muestra la inhibición de las bandas

II,IV y V en los insectos intoxicados. ­

Este hecho se encuadró dentro de lo esperado ya que nuestra hipótesis_

de trabajo sobre causa de muerte considera el metabolismo de paration
a paraoxon y la subsiguiente inhibición de-la colinesterasa por él
mismo. .

Esta inhibición se manifiesta en el zimogrcma,enla desaparición de

la banda II. La desaparición de les bandas IV y V,si bien no estarian

ligadas a la causa de muerte representan una lesión bioquímica esperada

ya que correSponden a esterasas sensibles el paraoxon,como se demostró

por inhibición in vitro. .

Las bandas III y IV permanecieron inalteradas en los homogenátos de

insectos intoxicados por paration. Este hecho puede considerarse lógico

ya que estas mismasbandas no fueron susceptibles a la inhibición por

paraoxonin vitro,lo que motivó su clasificación comoaril y/o acetilq

esterasas de acuerdo a Holmesy Masters(172).

Con el objeto de complementar los estudios sobre causa de muerte del

Triatoma infestans intoxicado con organofosforados en este caso paration,
l .

se llevó a cabo un estudio histológico del ganglio supraesofágico de

ninfas V de insectos control e insectos tratados.
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FIGURA 17

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE PREPARADOS CRUDOS

DE ACETILCOLINES'I‘ERASA DE CABEZA DE TRIATOMA INFESTANS.

ZIMOGRAMA DE INHIBICION IN VIVO POR INTOXICACION CON

PARATION A TIEMPO DE MUERTE.

A y B: esquema y zimograma de grupo control.
C y D: esquema y zimograma de grupo intoxicado.

ISI“¡Elena



Comosabemos los insecticidas sintéticos modernos,entre los que hallamos

los 0P,han revelado que causan la muerte de los insectos tratados por su

acción a nivel del SN.

Los estudios Histopatológicos pueden proveer una respuesta a la causa de

muerte y'al sitio de acción de un tóxico.

Es importante investigar de qué manera,a qué velocidad y en qué orden

ocurre un cambio patológico y se extiende.

Engeneral la histopatologfa de insecticidas en insectos es sorprendente­

mente escasa (196 j,en nuestro caso tratemos ninfas V de T. infestans con

un film de Paration que contenía 18 ug/cm2; A las 6 noras de estar expues­

.tos los insectos al insecticida,se comenzarona notar claros síntOmas de

incoordinación nerviosa . Entoncesse sacrificaron las ninfas,se les sepa­

'ró le cabeza y se procedió a la disección de los cerebros bajo lupa en n

solución fisiológica,se fijaron en solución BUIN,sedeshidrataron en solu­

ciones de alcohol de concentración creciente.se incluyeron en parafina y

se hicieron los cortes de 3 micrones (longitudinales) con micrótomo,1uego

la tinción de los preparados se hizo con hamatoxilina-eosina.
Con el grupo de ninfas control,se procedió de igual manera.

Dela observación al microscopio de los cortes del grupo control,se advier­

te le zona periférica correSpondiente a la corteza del Cerebro donde se

hallan_los cuerpos celulares de las neuronas con sus nucleolos y crometina

concentrada (color azul,por la hematoxilina que es acidófile y el citoplas­

ma de color rojo por la eosina nue es basófila},en el centro vemos el

neuropilo o médula oúe corresponde a la zona de los axones;donde se lleva

a cabo la integración nerviosa,que presenta una tinción muypareja y se

observa claramente el ordenamiento de las fibras,Figura 18.

En los preparados de les ninfas_tratadas,sacrificaoas al tiempo en que
denostraron incoordinaCión nerviosa,se aprecia claramente en la corteza

núcleos vacuolizados y cromatina dispersa juntamente con nucleolos sueltos.

En la médula notamos tinción desparaja,vacuolas,egujeros por existencia

de gotas de grasa(con esta tinción no se revelan] y desorden generalizado

_ en las fibras,figura 19.
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Comoresultado de esta experiencia podemosdecir que en cierta manera de­

mostramosuna correspondencia entre el daño tisular (o histopatología}
del sistema nervioso més exactamente en el cerebro de las ninfas V de

T. infestens con la sintomatología de incoordinación nerviosa producida
por tratamiento eon un insecticida OP(paratión)¡

Richards y Cutkomp( 197) creían que los cambios histopatológicos visibles

indúcidos en los nervios por tratamiento con insecticidas aparecían muy

tardías post-mortem.

Másallá de las discrepancias de los distintos puntos de vista y yendo al

significado de este tipo de experimentos,es necesario aclarar que sería

poco atinado no otorgarle algún valor a los cambios histopatológicos obser­

vadosyen insectos intoxicados,al menos cuando se los compara con insectos.
no tratados. '

De todas maneras y refiriéndonos a los efectos observados debemos comprena

der que lo oue uno está observando en este tipo de estudios es un tejido

que ha sido matado y en el que inexorablemente algunos cambios post-mortem

han ocurrido ya. Por lo tanto cuando pretendemos estudiar el efecto de
un tóxico de esta manera debemos tener ésto bien en cuenta.

En general en los estudios de causa.de muerte la evidencia experimental

de ésta es obviamente tardía,y se pasa de lo vivo a lo muerto-sin posi­

bilidad intermedia. Es decir podría suceder que se interpretara como

causa lo que en definitiva es'efecto.

Finalmente podenos concluir que en el envenenamiento de vinchucas por

paratidn encontramosun efecto histológico notable a nivel de ganglio

supraesofógico que podemosreSUmir en dos palabraszplasmólisis y Croma­
tólisis.
Plasmólisis implica destrucción del citOplasma y pared celular,mientras

que Cromatólisis significa desintegración y distorsión del material
cronatínico del núcleo.
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FIGURA 18 y FIGURA 19

HISTOPATOLOGIA DE CEREBROS DE NINFAS V DE TRIATOMA INFESTANS

INTOXICADAS CON PARATION.

. corte longitudinal de grupo control (magnificaciónz320x)
o., corte longitudinal de intoxicados (magnificaciónz320x)

Figura l
“’J HI QC 91 a» F!xol(1)
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19
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VII) TOXICIUAD DE LOS CGUPUEbTGS ORGANDFOSFCRADOSEN THIAIgfip INFESTANS

Comose ha descripto extensamente en la introducción de este trabajo,
resulta ampliamente aceptado aue los compuestos UPmatan vertebrados e

invertebrados por la inhibición de Ia ChE,conla consecuente interrupción
de la conducción nerviosa y acumulación de AChen las terminales de los

nervios.

Nosotros estudiamos la acción letal de las insecticidas 0P comerciales;
paration,malation y DDVPa través de la dosis letal 50 por aplicación

tópica en vinchucas.

Paralelamente se ensayó la toxicidad por inyección intracelomática de los

correspondientes metabolitos activosjparaoxon,malaoxon,y'nuevamente el
DÜVPque es de por si inhibidor directo.

Estos ensayos tuvieron camoobjetivo obtener una información cualitativa

de cómopueden influir algunos de los pasos básicos de la intoxicación

del T.infestans con compuestos OP,sobre la acción letal de los mismos.

Estos pasos básicos son: a) Penetración: proceso por el cual el tóxico
atraviesa la cuticula y alcanza la hemolinfa.

bj Metabolismo Activante: pgocesoÜpor el cual los campuestos tiofosFatos
{son oxidados a fosfatos ( )B--+_)g- ) por las oxidasas de Función mixta
microsomeles de insectos(los_fosfatos son los verdaderos inhibidores de

la ChE).

c} Metabolismo Degradente: proceso por el cual el tóxico es hidrolizado

por distintos sistemas enzimáticos que_1oconvierten en metabolitos inactivos.
d} Ataque al "target": procaso por el cual el tóxico o su metabolito
activo penetran al SN y se une a la AChE.

En le tabla 16 se resum n los valores obtenidos de inhibición de la ChE

de cabeza de vinchuca y de acción letal sobre el insecto adulto.

Los valores de inhibición son informados como Igo sobre homogenato crudo
de cabeza y constante bimolecular de inhibición obtenida con homogeneto

crudo y enzimapurificada.reportandose tambien la ki calculada a partir

de la I5 por la ecuación que vincula a ambas ( k a 0,695/t x I50 )i
El valor de acción letal corresponde a la LD0 de peraoxon ,malaoxon y5
DDVP,obtenidapor inyección intracelomática comose describe en Materiales



y Métodos. Respecto a los parámetros utilizados para medir inhibición

(I5U y ki) cabe destacar que aunaue ambos valores están vinculados por

una relación matemática ( k a 0,695/t x 150) puedan determinarse experi­1

mentalmente en forma independiente.

Actualmentese prefiere usar el valor de ki por ser más representativo
de la reacción de inhibición. Por otra parte la literatura más antigua

abunda en datos de Isu que no siempre son comparables entre si,ya que no
hay un criterio uniforme para el tiempo de preincubación , que condiciona
el valor determinado. l

Nuestras determinaciones experimentales de'ki arrojaron valores de ln Ao/A
en Función del tiempo (tablas 17 y 18) cuya linealidad Fue excelente

(Figuras 20 y 21). Cuandose trabajó con homogenatos crudos (tabla 17)

'fue necesario agregar Triton X-lÜDal 1%para la obtención de Funciones

lineales (Figura 20),hecho ya reportado para similares determinaciones

efectuadas sobre ChE de cabeza de mosca (198 j ( 163 ) .

En el caso de las determinaciones de I50 , los valores de porcentaje de
inhibición y pI (tabla 19) tambien mostraron una correcta relación

lineal (figura 22).
El análisis de los resultados de la tabla 16 permite varias observaciones.

En-primerlugar se debiera tratar de establecer una correlación entre la

acción letal de cada compuesto y su capacidad de inhibir la ChEde la

cabeza del insecto,como se encontrara en moscas con distintos inhibido­

res directos (organofosfatosj (199 ) y ( 200} .

En nuestro experimento tratamos de minimizar la influencia de la penetra­
ción y el metebolismo,utilizando inhibidores directos'y aplicóndolos por

vía intracelomética. Dadoel escaso númerode compuestos utilizados
sólo se pretendió una estimación cualitativa de la relación inhibición­

Átoxicidad,o sea tratar de veriticar si buenos inhibidores de la ChEdel
insecto estudiado son activos comoinsecticidas . h

En efecto,se puede apreciar que en todos los casos (tabla 16) los compues­

tos ensayados resultaron muybuenos inhibidores de la ChEde cabeza de

vinchuca,con valores de I y ki de similar orden,lo oue se reflejó en5U

la toxicidad de los mismos,comolo demuestran sus valores de LD50intra­
celomótica.
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Otra interesante observación nue surge de la tabla 16,es el cambio que

experimentan las respectivas constantes de inhibición bimolecular cuando

se las determina sobre el sistema colinesterásico purificedo respecto de
las obtenidas con homogenatos crudos.

En efecto,las ki sobre preparados purificados resultaron aproximadamente
50 veces más altas. Si bien este hecho podria ser interpretado por la di­

-ferente camposición estarásica de ambospreparados,como se describe en
la Sección IV_de este trabajo,se debe tener en cuenta que se agregó 1%

de Triton X-lGDa los homogenatoscrudos,con'el Fin de linealizar 1a res­

puesta y poder obtener al valor de ki . El agregado del detergente podria
provocar una protección de la enzima,cano ye fuera reportado-para la ChE

de cabeza de mosca ( 142). i _ i

En la tabla 16 se informan tambien las ki calculadas a partir de los va­

lores de I50 según la ecuación ki¿0,695/t.ISU .
Estos valores resultaron en muybuena coincidencia con las k experimen­i
tales para el malaoxon y paraoxon,no asi para el DDVPcuya ki calculada
resultó 2,4 veces mayor que la obtenida experimentalmente.

En cuanto e los valores de 150 obtenidos en nuestro caso,resultaron mayo­
res que los reportados por la bibliografia para la ChEde cabeza de mosca,
comose resume a continuación:

HI50 (¡olarj

Moscai“) Vinchuca

Malaoxon 6 10"3 1,5 10'6

Paraoxon 1,l 10-7 1,1 10-6

DDVP 0,5 10'7 a 10'6

(°) van Asperen K.,Nature,lBl,355,1958.

Alos fines de intentar evaluar cuelitativamente influencias de otros

pasos del proceso de intoxicación,se ensayó la toxicidad por tópico

de los inhibidores indirectosgparation y malation cuyos metabolitos acti­

vos,paraoxon y'malaoxon Fueron ensayados por via intracelomfitica.’

Tambien el DUVPque es un inhibidor directo fue evaluado por aplicación

tópica.



Se utilizó el método de LitchField y Wilcoxon (118} para el cálculo de

las LD5Udel paraoxon (Figura 23),maleoxon (figura 24) y DDVP(Figura 25}.
En cambio se aplicó el método de Weil (119} para calcular los valores de

LDSUpor tópico del paration,maletion y DDVP.Los resultados obtenidos
con estos últimos se resumen a continuación,como asimismo y con fines

comparativos los valores cue la bibliografia informa para Museodomestica.

LDSU(tópico)
ug/gr

Vihchuca Mosca _ Referencias

“Paration ' 12,5 0.93 (a)

Malation 32,0 30,0 (b)

DDVP 26,5 0,6 (c)

(a) Eto M.,OrganophosphcrusPesticides:Ürgenic end Eiologicel,ISBfl.,CHC Press

(b) O'Brien R.D.,Insecticides:Action and Matabolism,Acad.Press,N.Y.,
pag.262,l967.

(c) Heath D.F.,0rgan0phosphorus poisons,Pergamon Press,pag.222,1961.

Los 3 compuestos ensayedos por tópico muestran el mismo orden de toxici­

dad,siendo el más activo el paration. Aunquelas c0mplejes interrelacio­

nes existen en el proceso global de intoxicación,en su mayoría no fueron

evaluadas. Estos resultados sumados a los valores de LD50intraCRIOmático
de los inhibidores directos (tabla 16) permitirían suponer oue el paso

de conversión ‘fi 9 (metabolismo activante} no seria un paso
' I P- -v>P­

limitante para la acción letal de los inhibidores indirectos;

Én efecto,la LD50obtenida por tópico para el'Düvplconpuesto cue no recuíere
Ibioactivación,es 100 veces mayor que la obtenida por via intracelomática,

factor que podría ser atribuido a la menoreficiencia de penetración.
El factor 100 mencionadopera el DüVP,querepresentaría la menor eficien­

cio de penetración en el ensayo por tópico,se mantiene tanto en el mala­

tion cono en el paration,a pesar cue en este caso estamos comparando el

precursor o inhibidor indirecto (melation y puration) con el metabolito
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activo o inhibidor directo (melaoxon y paraoxon}.

Es esta comparaciónla que sugiere la eficiente transformación del

meletion y paration 'en melaoxony paraoxon,responsables de la acción
letal.

De 1a comparación de los valores obtenidos de'LD50 por tópico en T.infes­
segs con los que la bibliografía menciona para Huacadomestica surge
que el paration y DDVPresultaron mucho más tóxicos en moscas que en

vinchucas. Mientras que el Maletion tiene el mismoorden de toxicidsd en

ambas esp ecies .



TABLA16

DATOSQUEREPRESENTANLAACCIONLETALSOBREINSECTOSADULTOSYLAPOTENCIAINHIBITORIASOBRELAACTIVIDAD

COLINESTERASICADE CABEZADETriatomainfestansDELOSORGANOFOSFATOS:PARAOXON,MALAOXONy DDVP.

1111

)k.(Mé

11
COMPUESTO'LDSOI50(M)pI50ki (Mmlnl mlnI)ki (Mmln)

intracelomáticahomogenatohomogenato(qrudo)(crudo)(AChEpurifica

| -ug/g hcrudocrudocalculadosegún:Experimentalda)

h'­

3k.0,695Experlmental

' l:————__

t.I50

MALAOXON0,101,510"65,823,0810+42,941o+41,4510+6PARAOXON0,35.1,110'65,963,181o+43,010+41,2510+6DDVP0,194,010'65,401,8010+40,7510+43,1010+5



-148_

TABLA17

DATOS QUE REPRESENTAN LA PERDIDA DE ACTIVIDAD COLINBSTERASICA

DE HOMOGENATOSCRUDOSDE CABEZA DE Triatoma infestans(con 1%

de Triton x-100) CON EL TIEMPO DE INHIBICION POR PARAOXON10‘6M

MALAOXON10‘6M y DDVP 10'6M .

TIEMPO A Ao/At ln 10/1, t
(min.)

0 64 1 o

PARAOXON 55 1,16 0,15
' 8 50,5 1,27 0,24

4° 47,5' 1,35 0,30"

0 64 1. Q

MALAOXON 3 58 1,10 0,09
' 5 55 1,16 0,15

7 52 1.23 0,20

63 1 o¿

DDVP 6° 1,05 0,05
12 58 1110 .0,09
20 55 1,16 0,15
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TABLA 18

DATOS QUE REPRESENTAN LA PERDIDA DE ACTIVIDAD DE LA AChE PURIFICADA

DE CABEZADE Triatoma infestans CON EL TIEMPO DE INHIBICION POR
PARAOXON10'7M,MALon0N 10’7M,y DDVP 5210’7M .

ln Ao/AtTÏÏÏÏÏÏ) A ' “¿At

0 56 1 0

3 36 1,55 0,43
PARAOXON 6 26 2,15 0,77

9 19' 2,95 1;08
12 13 4,30 1,46

o 56' 1 0

3 34 1,65 0,5
MALonON 6 24 2,34 0,85

10 . 12 4,67 1,54
15 6 9,34 2,23

0 56 1 0

2_ 39 -1,43 0,36

00v? 5 26 2,15 0,77
e 16 3,50 1,25.

11 10 5,60 1,72
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TABLA 19

DATOS QUE REPRESENTAN LA PERDIDA DE ACTIVIDAD COLINESTERASICA DE

HOMOGENATOSCRUDOS DE CABEZA DE 'Triatoma infestans POR INHIBICION

A TIEMPOS CONSTANTES DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE PARAOXON,

MALAOXON y DDVP.

(I) pI %Inhibición
Molar '

0,5 10’? . 5'31 20.
A \ 1 2-6 . l

PARAOXON 1,0 10.-6 6,0 45
(20 min.) 1,1 10 5,96 50

' 1,9 10'6 5,72 78

- —60,5 10 6,31 15
-6

MALAOXON 1,0 10-6 6,0 34
(15 min.) 1,5 10 - 5,82 54

2,5 10’6 5,61 72

—61,0 10 . 6,0 20
. _6 '

DDVP 22° ÉO 6 5,7 35(10 min.) 3,0 10 5,52 43
-6 ' '

4,5 10. 5,35 54
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FIGURA 20 _

CURVAS DE PSEUDO PRIMER ORDEN QUE REPRESENTAN LA RELACION ENTRE

ln Ao/At vs tiempo PARA LA INHIBICION COLINBSTERASICA DE HOMOGE
NATOSCRUDOSDE CABEZADE Triatoggïinfestans(con 1% de Triton X-100)

POR PARAOXON10-6M,G-O—),MALAOXON 166M01x—9,y DDVP 10-6MG-O-9.

/
» 0,3

\-o

lnAo/At

’ l l _l—_.

5 10 15 20_
TIEMPO (min.)

FIGURA 21 ­

CURVAS DE PSEUDO PRIMER ORDEN QUÉ RBPRESENTAN LA RELACION ENTRE

ln Ao/At vs tiempo PARA LA INHIBICION DE LA AShE PURIFICADA DE 7
CABEZA DE Triatqmgginfestans POR PARAOXON10 MC-O-J,MALAOXON10- M

64X90,y DDVP 5x10_7MG-O—).'

lnAo/At

l l l.
5 10 15

TIEMPO (min.)



-152­

FIGURA 22 l

CURVAS QUE REPRESENTAN LA RELACION ENTRE EL PORCENTAJE DE INHIBICION

DE LA ACTIVIDAD COLINESTERASICA DE LA CABEZADEL Triatoma infestans

Y LAS DISÏINTAS_CONCENTRACIONES DE PARAOXON,MALAOXONy DDVP

A TIEMPOSFIJOS Y EXPRESADASCOMOpI (-1og Concentracióñ Molar de Inhib.)
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-FIGURA 23 , . i .r‘53-.=

CURVA DE MORTÁLIDAD DE TRIATOMÁ INFESTANS ADULTAS POR INYECCION

INTRACBLOMATICA DE PARAOXON.
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FIGURA 24

CURVA DE MORTALIDAD DE TRIATOMAAINFESTANS ADULTÁS POR INYECCION

INTRACELOMATICA DE MALAOXON.
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FIGURA 25

CURVA DE MORTALIDAD DE TRIATOMA ÏNFESTANS ADULTAS POR INYECCION

. INTRACBLOMÁTICA DE DDVP,.
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RESUMEN Y EONÜLUSIONFS

Este trabajo representa una contribución al estudio de los efectos
tóxicos de las sustancias en los organismds vivos,Fundamentalmente

en lo que hace a los mecanismos de bioacción,que de acuerdo a R.D.0'Brien

es el rol fundamental de la toxicologia.

Se pretendió interpretar el mecanismode intoxicación del T.inFestans

.tratedo con insecticidas organoFosForados,enese sentido fue de especial

interés el estudio de la "lesión bioquímica" primaria que cono se.acepta

actualmente en otros insectos,es la inhibición de la AChEdel SNC.

Dada la falta de conocimientos qua hay acerca de la bioquímica del

sistema nervioso del T.infeatans Fue necesario inicialmente caracterizar
la AChEde la cabeza del mismo. . I ‘

"Los resultados y conclusiones se pueden resumir de la siguiente manera:

1.- Dado que 1a AChEde cabeza de T.infestans resultó ser una enzima

particulada,Fue necesaria su solubilización. Para tal Fin se encontró
como agente óptimo el DUC15 mM.

2.- Los homegenatos crudos de cabeza de T.infestans mostraron una acti­

vidad esterásica compleja. Mediante el uso de sustratos e inhibidores

especificos en mayor o menor grado y del análisis da las curvas de

actividad vs concentración de sustratos y de inactivación por calor,
se evidenció un sistema colinesterásico conpuesto al menospor dos ensi­

mes,una AChEy otra BuChE. Ademásse comprobó la presencia de otras

esteresas esarina-resistentes clasificables comoacetil,aril y carboxi
esterases.

3.- Sobra el homogenato crudo de la enzima solubilizada camo ya se

expuso,se aplicó un esquemade purificación con el fin de eliminar compo­
nentes toxicológicamente indeseables.

El mismoconsistió en una centrífugnción diferencial,un.freccionamiento
con sulfato de amonio y un Fraccionamiento acetónico. El preparado Fue

purificada 14 veces con un rendimiento del 78W.

Un estudio del.mismo mediante el uso de inhibidores selectivos y diferen­

tes sustretos,cano asimismo de la información de las curvas de actividad

específica vs la concentración de sustratos a inactivación por calor

a 45°,permitió establecer la presencia de una única ChEcuyas caracterís­
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ticas correspondieron a una AChE(verdadera o tipo I,según clasificación

hecha para enzimas de mamiFerost

Ademásse comprobóla ausencia de esteresas eserina-resistentes cano

asimismouna reducción sustancial de la cantidad de lípidos.

La electroForesis en gel de poliacrilemida utilizada comocriterio de
pureza mostró que el preparado puriFicado,a diferencia del crudo,no

.presentaba bandas de estarasas ni proteínas. La tinción para proteinas,

en coincidencia con la actividad enzimática Fue visible en la interFase
entre el gel separador y el gel de corrida,denostrondo la presencia de

al menos una enzima de alto peso molecular que no entró en gel .

4.- Elereparado puriFicadu Fue caracterizado Frente a distintos agentes

Físicos y quimicos.y establecidos sus parámetros cinéticos Kmy Vm hax
Frente a ATC y a_BTC .

La actividad en Función de le temperatura alcanzó un máximoa 45°.
La respuesta de le actividad enzimática usando AChcomosustrato Frente

al pH presentó la tipica Forma de campana de les ChEs verdaderas,con un

máximo a pH 7,2 .

Las curvas de actividad especiFica en Función de la concentración de

ATCy BTC presentaron inhibición por exceso de sustrato en ambos casos,

siendo la concentración óptima de AÏC y BTC:Ü,545 mM.

El velor de Kmpara ATCFue de 3,3 10'5M y para BTCde 9,1 10's“, y las

V Fueron 150 nmoles/min mg de proteína y 9,5 nmoles/min mg de proteina
respectivamente.
La actividad colinesterásica del preparado puriFicado Fue signiFicativa­

mente inhibida por concentraciones del orden de 10-5Mde eserina y Nu-683

y por TEAen una concentración de 10-2M ;

El preparado puriFicado presentó actividad enzimática Frente a los estaras

de colina oue se enumeranen orden decreciente de actividad especifica:

acetilcoline;prOpionilcolina:acetilPInetilcolina¡butirilcolina y
benzoilcolina. TambiénFue activo Frente a ¿steres de tiocolina mostran­

do una actividad aproximadamente 15 veces mayor Frente a ATCque e BTC.

Unadiscreta actividad Fue observada Frente al éster neutro PTA,aproxi­

madamente 30 veces menor que Frente a ATC.
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5.- La composición esterásica tanto del preparado crudo comodel puri­

ficado fue establecida por análisis electroforético en gel de poliacril­
amida. El preparado crudo mostró 6 bandas de actividad enzimática:

2 de ellas atribuibles a ChEs; 2 a aril y/o acetilestErBSes y 2 a carbo­
xiesterasas.

El purificedo no mostró ninguna de las bandas presentes en el crudo

visualizándose sólo una en le interfase entre el gel espaciador y el
gel de corrida lo cue demostró su alto peso molecular.

Este hecho Fue interpretado comouna agregación de la enzima durante el

proceso de purificación ¿

Este alteración de la enzima,si bien paraca apartarse del objetivo toxi­

cológico de purificación sin modificaciones significativas,debe conside­

rarse una consecuencia previsible al purificar AChEs.
En efecto,siendo ellas enzimas de membrana,susolubilización significa

ya una importante modificación. Por otra parte es bien conocida la

composición de las AChEsen subunidades,cuya interconversión puede

ocurrir sólo con simples cambies de medios alterando su peso molecular.

Conoconsecuencia,sólo se puede decir que es dificil afirmar la represen­

tatividad de las AChEspurificadas respecto al sistema que opera "in vivo“
, pero no obstante ello,las purificaciones'ya realizadas hen hecho avanzar

considerablemente el conocimiento sobre estes enzimas y su inhibición

por compuestos organofosforedos. ' A

6.- El estudio de la evolución de la actividad colinesterásica de

homogenatos crudos de cabeza de T.inFnstans en función del desarrollo
post-embrionario demostró que 1a misma expresada por cabeza de insecto

se incrementa tanto Frente a ATCcomoa BTC,desde ninfa I hasta llegar
a adulto . Cuandose expresó la actividad colinesterásica por mgde

peso de cabeza,sa observó una disminución de la misma a lo largo del

desarrollo post¿embrionario frente a ambossustratos.
7.- La susceptibilidad del sistema colinesterésico Frente a orgenofosfe­

tos,medido en homogenctos crudos de cabeza de T.infestans en distintas

etapas del desarrollo post-embrionario,en distintos estados nutricionales

sexo y edad,no mostró diferencias siqnificetivas(expresada comoISO).
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8.- Se estableóió una correlación entre la evolución de la intoxicación

por paration en T.infestans seguida por su sintomatología y la inhibición
de la ChE de cabeza del mismo.

-Para una dosis de 12,5 ug/gr de paration se comenzóa observar inhibición

a la quinta hora de intoxicación,la que alcanzó a un 90%al tiempo de
muerte.

-El estudio por electroforesis en gel de poliacrilamida de los homogenatos

de cabeza de los insectos intoxicados por paration a tiempo de muerte

mostraron cue de las 5 bandas de actividad enzimática revelables por aNA

del grupo control,sólo aparecían aquellas bandas caracterizadas como

acetil y/o erilesterasas,en coincidencia con la resistencia de las
- mismasa la inhibición pOr peraoxon,demostroda paralelamente "in vitro".

La histopatologia de cortes de ganglios supraesofégicos de ninfas V

intoxicadas con paration a tiempo de incoordincción nerviosa,arrojó como

resultado notables diferencias respecto a similares cortes histológicos

de un grupo de ninfas V control.

Los cortes de los intoxicados presentarOn en todos los casos evidentes

cambios en el citoplasma y en los núcleos celulares (plasmolisis y

cromatolisis).
9.- La potencia anticolinesterásica del malaoxon,peraoxon y DDVPfue

determinada en preparados crudos y purificados de cabeza de T.infestans.

Para el preparado crudo se obtuvieron los siguientes valores de constante
bimolecular de inhibición; maleoxon: 2,94 lDa , paraoxon: 3 104 , y

DDVP:0,75 loa , siendo para el preparado purificado: 1,45_106; 1,25 lO6

y 3,1 105 respectivemunte. .

La comparación de los valores de ki obtenidos en ambos preparados nos
muestra el significativo incremento en la susceptibilidad de la AChE
purificada frente a los fosfatos ensayados.
10.- En concordancia con le potencia anticolinesterasica del malnoxon,

paraoxon y DDVP,las LD50 introce10máticas de los mismos mostraron una
alta toxicidad en T.infcstans adultos.

11.- Las LD de paration,malation y DDVPdeterminadas por tópico,denos­50
ron que la vía cuticular es dos órdenes de magnitud menos eficiente que
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la vía intracelomática. La comparación de las L0 por tópico y por
_ 50

inyección de inhibidores directos e indirectos permitiría suponer
que la transformación metabólica activante PaS a P-O se efectuaría
eficientemente en vinchuoa.

12.- La presencia de un inhibidor endógeno de ChEen cabeza de T.infestans
fue detectada en homogenatos crudos.

Se estableció que el mismoestaba asociado a los ojos compuestos del

insecto,pudiendo tratarsa del pigmento de los mismosy con caracte­
rístioas dé inhibidor selectivo de ChEsde insectos.
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