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INTROUUCGCTION

I) COLINESTERAAG: DEFINICIUN Y NOUENGLATURA

‘Desde su descubrimiento y durente aproximodemente 40 arfios las colines-—
terasas (ChE) hen sido descriptes de muchas formes, (1,2 y 3)

Una définicidn cue involucra sus principeles carecterfstices es cue las
'GhE son hitrolasss que,bajo condiciones &ptimas,catelizen la hidrélisis
de éétmres de colina a una velocldad meyor gue otros éstpres.y cue son
inhiticdes por bajas concentraciones (lU-SM O menos ) de eserina y de
compuestos organcfosforados (0F).

Como en todes lss definiciones hay excepciones,sobre todo en 1o oue se
refiere a la susceptibilidad a inhibidores.For ejemplo en el cerebro

_de rana , la hicrolasa présente cumple con los criterios pesra ChE&,pero
no es totelmente inhibida por eserina edn en concentrecidnes de lD_AM.(d)
Esta falte de confaormidad subraya un punto importante:lLas ChE no son
idéntices en todes las especies.Ellas constituyen una familia de enzi-
mas gue pueden clasificerse en dos amplios grupos,aquellas gue hidrolizan
prefercntemente acetil-ésteres tales cono acctilcolina (ACh) y acuellos
que prefieren otros tipos de ésteres como la butirilcolina (BuCh).
Nuevamente esta divisién no es absoluta y es mds aeplicable a los memf-
Féros que a las otras especies. |
La_denuninacién de les ChE representa una lsarga controversia.tn 1952
Stedman et al. (5) aislaron una enzime & partir del sucro de catello

cue hicrolizeba la ACh y la llemaron colina-esterasa.Mencgl y Fudney (6)
mos traron més turde cue el sucro contenfa dos enzimes que pfan capoces
de hicrolizer la ACh,

La héyor parte de le ectividrd cre de:idd a una enzime no esprcfficn,es
dgecir que nu hidrolizeba solrmente €steres ce colina sino cue tambidn
lo hecfa con (streres ﬁo colfnicos,como la tributirina.

El resnto de actividacd se atritufa a2 une scgunde enzimo,oue se psenscba
s6lo actusba sotre €¢steres de colina.Esta dltima se parecfia mucho a

la enzima esprcifica oue ellos mismos encontraron en cerebro y cue

Alles y Hewes (7) encontreron en eritrocitos,



-2-

Mendel y Rudnaey (6) y (8} sugirieron el nombre de colinesterasa o coli-
nesterasa verdadera para esta enzima, y el nombre provisorio de pseuco-
colinesterasa a la no especifica,

Con los afios otros nombres ss intrcdujeron.La caolinesterasa verdadera fuae
llcmada tambieény ChE I,especffica,eritrocftica,tipo-e,aceto-, o acetil
colinesterasa.En 1564 la Conisién de Enzimas propuso el nombre. de acetil
colina hidrolasa (E.C 3.1.1,.7) como_nombre sistem&tico,y cono nombre
trivial el de acsetilcolinesterass,

El término pseudocolinestereéa sugerido por Mendel y Rudney ha sido
ampliamernte usado para los tipos no especfficos de enzimes,pero no
obstante,siempre estuvo cuestionade esa. denominzcién, -

Blick (9) sefald gque "oseuda" generalmente implica “falso" y esto en su
opinidn,hacfa el término inaceptable, |

En 1é tabla 1 se'resumen algunas propiededes y nomenclature de las coli-

nesterasas,

II) HISTORIA D= LAS COLINESTERASAS Y LOS INGECTICIOAS ORGANCFOSFORADOS

Las colinesterasas tienen una historia interesante,su exigtencia fue

. predecida por Dale en 1914 (10),pero 15 afios antes , 8l y Dudley demos-
traron que la ACh era un constituyente naturel de los tejidos enimales..
Dale hizo su prediccidn en base a la desaﬁariciﬁn del efecto producido
por una inyeccién de ACh en un animal,.El escribié "Emn la sangre a la
Femperatura corporal no peréce improbable que exista una esterasa gue
Eontribuya a eliminar un éster activo de la circulecién y la resteuracién
de la condicién de sensibilided original®. Loewl y Navratil en 1926 (11}
proveyeron base experimental a esta observacién cuando reportafon que si
la eserina estaba presente,el efecto de la ACh sobre sl corazén de rena
era més prolongado.Ellos atrituyeron este resultado,a la inhibicién por
eserina de la enzima normalmente responsable de la destruccién de la ACh,
Seis arios més tarde Stedman et al. (5} prepar~ron sl primer extracto

trudo de colinesteresa a partir de suero de caballo.



TABLA 1

-3

AL GUNAS PROPIEDADES Y NGUMENCLATURA DE COLINESTERASAS

. 8cetilcolinesterasa .

Colinesterasa

Nombre sistemético

Nombres alternativos

Fuente

Especificided par

sustratos

Inhibida por:

acetilcolina-
acetilhidresa
(3.1.1.7)

Colinesterasa
espec{fica,
verdadera,
eritrocitica,
tipo e, AChE.

6rgano eléctrico,
tejldo nervioso,
eritrocitos,
veneno de cobra.

AChs PrCh > BuCh
D-acetil-P-metil
colina.

acetil ésteres.

Acilcolina acilhidrasa
(3.1.1.8)

Colinesterasa

no especifica,
de suero,

tipo s,

BuChgE, PrChE,

suera,péncreas,
corezén,
hfgado,

BuCh,PrCh > ACh
Benzoilcolina
Butiril y Propionil
ésteres,

=3 . -1
Exceso de sustratos + (> 3.10 "m) - (a 10 M)
Anonio cueternario ++ +
]

N,N*~-diisopropilfosforodiamida anhidrido.
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Tres afios después Stedman y Stedman (12) encontraron colinesterasa en el
cerebro de gato y reportaron que la concentracién en el ganglio basal

era dos veces la de la corteza cerebral,

Durante el mismo perfaodeo los fisidlogﬁs.principalmenta Dale y sus colegas
trateron de establecer si la ACh agtueba como un neurotransmisor,

Una conditidn necesaria para la tecrfa de lé transmisién colinérgica era
que lg ACh liberada como transmisor fuera destrufda durante el breve
perfodo refractaerio. Mientras se intentaba supaner que la colinesterasa
cumplfa esa funcifn,no habfa evidencia de que la enzima estuviera en los
sitios de importancia a concentraciones adecuadas.Sin embargo,en 1937
Marnay y Nachmanshon trabajzndo en misculo de rana demostraron qué casi
toda la colinesteresa presente en esos tejidos estaba localizada en las
terminales nervioses (13) y (14).

Un afio después publicaron evicencia sobre la adecuada concentracién de
enzima para hidrolizar la ACh con la repidez demondada por la teorfa (15).
Durante la éegunda guerra mundial,laé colinesterasas adquirierqn un
significedo especial en el Eontexto de la guerra quimica.

Muchos de los agentes desarrollados como potenciales gases de guerra

eran poderosos inhibidores de estas enzimes,

Desde entonces los insecticides organofosforsdcs se ubicaron entre las
armaes mé&s poderosas que posee el hombre para controler las especies de
artrépodos perjﬁdiciales.los qQue en muchog casos resulten una.amenaza
para los alimentos y la salud de la humenidad.Durante los pasados 20 afios
!los insecticidas orgé&nicos,incluyendo ' los ésteres organofosforados,DOT,y
otros compuestos organocloracdos han resultedo satisfactorios como agentes
primarios de control de insectos.

Auncue han sido de un innegable beneficio para el hombre,su uso hé
creedo serics problemes.Por ejemplo el ODT y otros hidrocarburos cloredos
debido a su persistencia en el medio ambiente, constituyen una real
amenaza perae la calidad de nuestro embiente y de este menera se justi-
fican los argumentos precentados por ec6logos,conservacionistas y el

piblico en general ddvocando contra su uso continuado,
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Los Gsteres organofosforados aunque mucho menos persistentes que los
hidrocarburos clerados,resulten emenudo bastante t6xicos pars los anime-
les ce sangre caliente y deben usarse con discrecién,Auncque la solucién
-no parece fé&cil,existe un esfuerzo concertado entre los cientfficos pera
aliviar elgunos problemas de los pesticides orgénicos. Un enfogue prone-
tedor;es el uso de insecticidas selectivos con eccién letel directa sélo
- contra les especies plsgaes e inocuo pare las formes de vida beneficiosas
o déseebles.Mucho del peligro inherente a los poderosos orgenofosforados
enticolincsterésiccs pera can el hombre y otros animales podria sér
eliminaco con el exclusivo uso de insecticicas selectivos.
Desafortunademente,s6lo un pecueno ndmero de insecticicdes OP selectivos
han sido desarrollados hasta el moémento. .

vSin embargb,lés implicandias generad«s por estos pocos compuestos selec-
.tivos ha pfeparado a los toxicblogos para redoblor sus egfuerzos en este
sentido.Los incecticidas selectivos serén necesarios si queremos un medio
embiente libre de los peligros de las sustancieas qufmicas téxicas.

Apenas terminade le guerra,el estudio de les ChEs recibié un nuevo estf-
mulo con la introduccién de una técnica histoqufmica para su deteccién
(16) y (17) . Esto posibilité las correlaciones entre los hallezgos bio-
qufmicos,fisiolégicos y morfolégicos.En los dltimos tiempos para investi-
gér la ChE se usaron técnicas que incluyen microscopfa electrénica,radio-
quimica y resonancie magnética nuclear.Estos métodos resolvieron interro-
gentes pero generaron otros nuevos, En temas como el de las isoenzimecs

y el peso moleculsr de las Chks,se puede epreciar exactemente cuan lajos
se estd hoy cdfae de conocer con propiedad sus ceracterfsticas fisicas, y

de comprencder sus sutilezes fisiolégicas.
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III} AUPECTOY ENZILCLOGICOS

I1Ia) GENERALIDADES

Enzim6logos y fisiflogos tienden e enfocar las ChEs en forme bastante
diferente.Los enzim8logos se interesan en las enzimas por sf mismas,quieren
conocer su estructura proteica,el peczo moleéular,identificar sus sitios |
activos y las isoenzimas,y detsrminar la especificidad por sustratos y
todas les constantes cinétiqas que caracterizan el potencisl hidroli-

tico de una enzima in vitro,

l.Los fisiélogos por el contrario pueden tener poco interés por las.enzimas
en sf{.Para sellos pqua ser suficiente conocer que in vivo la AChE es la
responsaeble de hidrolizar la ACh en las sinapsis colinérgicas y que la'
presencia de AChE pﬁeda ayudar a la identificacién de ceminos colinér-
gicos, Es decir,estén interesados principalmente en qué hace la enzima

més que en ccmo 1o hace.

Las caracter{sticas establecidas paré una preperacién enzimétice purifi-
cada en tubo de enseyo,aunque académicemente importante,pueden ressul tar

de valor limitado para la enzime que realiza su funcién fisioldégica

normal en el tejido nervioso intacto.

Mientras que los fisiblcgos pueden argumenter que sl tratemiento ds los
enzimélogos de los aspectos bioguimicos puede resultar demesiado ecotérico,
los enzim8logos pueden ergumentar con similar Jjustificacibén que los

fisiflcgos deberfan poseer algunos conocimjientos bdsicos de la AChE si

wvan a invocar su accifn pera justificar sus hellazgos experimentales.

La toxicologfa,como-un cuerpo del conocimiento gque estudia el mecanis-
mo de accién t6xica de distintes sustancias,no pueden eparterse de embos
enfogues,los necesite por igual y los compatibiliza. |
Hollingworth R.M. sin entrar a debatir sabre la utilidad cde la purifica-
cién de las ChEs y el estudio de sus propiedsdes,lo que se reconoce camo
trabajo esencial ,recuerde mantener siempre presente que lo gue puece

resulter busno para la bioquimica puede no serlo para la toxicologfa (18).
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Estas y otras enzimas merecen estudios a todos los niveles si se preten-
de entender su significado toxicﬁlﬁgico en los organismos vivos,

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

les colinesterasas pueden sufrir cambios durante él proceso de solubili-
zacién, Por lo tanto una enzima cristalizada puede resultar lo perfecto
para un biogufmico pero puede no tener similitud con la enzime original

"in.vivo (18) lo que la elejarfa del interés toxicolégico.

IIIb) ALGUNAS CARACTERIGTICAS

Las ChEs se pueden definir como aquellas enzimas gque bajo condiciones
6ptimas para cada sustrato,hidrolizen ésteres dé colina mds répido gue
otros &steres. Otra caracterfstica distintiva de ias ChEs en la mayorfa
de lés especies es su susceptibilidad a la-inhibicién por eserina en
concentraciones de lO_SM_o menores., Tanto las arilestérasas ( EC 3.1.1.2;
llamadas antes A-esteresas) como las carboxilesterasas (EC 3.1.1.1;llama-
das antes B-esterases o0 aliesterases ) son resistentes e concentraciones
mucho mayores de eserina.

Las ChEs son tembién inhibidaes por los compuestos OP ,pero esa propiedad
no es exclusiva ,pues es compartida por las carboxilesterasas.,

Se distingue entre acetilcclinesterasas (EC 3.1.1.7 j y pseudocolineste-
rasas (EC 3.1.1.8 }),los criterios para esta divisién incluyen diferencies

en les especificidades por sustratos e inhibidoraes (table I).

IIIc)} ESPECIFICIDAD POR SUSTHATO

El sustrato natural de la AChE de vertecbredos es la acetilcolins gue es

gl éster de colina predominante en los tejidos., La acetilBmetilcolina

se hidroliza considerablenente mé&s lento que la ACh perc es mé&s especffica
de lé AChE ya que otras colinesterasss no la hidrolizan epreciablemente

(6) y (8). La ectividad de la AChE respecto & la butirilcolina es muy

baja comparade con la de la ACh,sin empargo en ciertas especies incluyen-
do las ratas se ha observado que hidrolizan la BuCh significstivamente (19).
Por otro lado ia benzoilcolina es apenas hidrolizada por la AChE de memf-

feros,y es por ello gue se ha usado como sustrato especifico de las pseudo-

colinesterasas,
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En gencral les AChEs hidrolizan ésteres de colina y de tiocolina con
semejante habilidad,pero también son cepaces de hidrolizar &steres no
cargsdos,sin nitrfgeno cuaternerio,como el anflogo de la ACh. 8l :

3,3 dimetilbutilacétato. La AChE de eritrocitos humanos demostré que

su actividad tanto con sustretos eliféticos como con los colfnicos es el
grupc acilo quien determina la velocidad de hidr6lisis,siendo los acetatos
los’ éptimos,los propionatos y formatos m&s lentos, y recién después los
butiretos, Esteres arométicos y arilésteres tales como fenilacetato y

naftilacetato son hidrolizados también por las AChE (2).

IIId) INHIBIDORES Y ACTIVACRGRES

Las AChEs pueden distinguirse de las pseuao-ChE usando loslllamedos inhi-
" 'bidores especfficos. Algunos de ellos como sl BW284C51 inhibe la AChE
pero no la pseudo-ChE,mientras gue otros como el clorhidrato de etopropazina
actdan a la inversa,siendo resistente la AChE y susceptible la pseudo-ChE,
Inhibidores diferenciales cono el diisopropilfosfofluoridato (oFP ) afecta
a ambos tipos de enzimas,peroc a distintas conccntreciones,las AChEs
necesitan concentraciones mayores que las pseudo-ChE para una inhibicidén
efectiva en todas las especies ensayadas.

Adem&s de los inhibidores del tipo de los carbamatos y OP que son efecti-
vos a bajas concentraciones,hay muchos otros agentes que reducen la acti-
vidad enzimética. Entre éstos se encuentran,la acetona (20),cinc y

n{quel (2lj,y verios aniones incluyendo el fluoruro,

El cobre es tembién inhibidor,y en una época se crefa que la ectividad

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

el iodoacetato y el glutation oxidado,conocidos por reaccionar con grupos
~-SH libres y el resultado no mgstrd inhibicifn significativa (22].
Son'menos numerosas las sustancias que sctiven la AChE,entre ellas pode-
mos citer al cadmio (23),megnesio (21),litio,potasio y sodio (24).

E1 magnesio parece ser el méds potente,pero como Cohen y Dosterbaan (25)
seﬁalan}los efectos de los ianes varfan mucho con las condiciones de los

experimentos.
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En el caso del sodio y del potesio no s6lo activan la enzima sino que
aumentan la concentracién de sustrato 6ptimo. Mendel y Rudney (26) sugi-
rieron que el efecto del potnsio puede tener algdn significado fisiolégico
en la regulacién de la actividad de 1le AChE'can la ACh liberada en las
terminales nerviosas.

El calcio es un activador de la pseudo-ChE pero no tiene efecto sobre la

- AChE (21) perteneciente a eritrocitos de caballo,pero en cambio activa

la AChE de eritrocitos humanos y bovinos (27) y (28) .

I1Ie)INHIBICICN POR EUSTRATO & pH - y TEMPERATURA

Una caracter{stica muy importante de la AChE'es su susceptibilidad a la
inhibicidn cuando el sustrato esté presente en exceso,esto la distingue
de la pseudo-ChE,

La temperature Sptima para la AChE de tejido de memffero es entre 379 y
40°C (20). De acuerdo con Shukuya (29) y Wilson y Cabib (30) en un ran-
go ae 150-3u°C le constente de Michaelis (ij es independiente de la tem-
peratura, La inactivacién de la enzima en‘tejidos de memfferos parece comen-
zar a los 56°C (31) y a 70°C se pierde"toda actividad colinesterésica,

La liofilizecién no reduce la actividcd enzim&tica,lo que tiene implican-
cias prédctices muy dtiles. El1 pH 6ptimo varfa con la fuente de enzima,
pero pcra la mayorfa de lcs preparados con ACh ccmo sustrato,esté en un
rango de 8,uU-8,5 (25)., La curva que repraesenta la variacién_de la acti-
vidad della AChE con ACh respecto al pH. tiene forma de campana y ha

sido tomada como evidencia que en el sitio esterdtico dél centro

activo de la enzima hay un grupo bédsico y otro acfdico.

Los puntos isoeléctricos varfan de especie en especie,para la AChE de
anguila eléctrice es de 5,1-5,2 (32) mientras que para eritrocitos de

caballo es de 4,65-4,70 (20) .
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IVJLA MOLECULA DE COLINESTEFRASA

PEEO MOLECULAR

Aunque lo que més se conoce es le compcsicién del sitio activo,existen
algunos datos del resto de la moléculs y de. la enzima como un todo,.
Se conoce la co%posicidn de emino&cidos de una preparacién pura de AChE
de anguila eléctrica (33) . -
Las primeras estimaciones del peso moleculer de la AChE de anguila esta-
ban en el orden de los millones (34) . Lawler en 1963 (35) extrajo un
polfmero de AChE con una activided especffica de 425 mmoles de ACh/mg de
prbteina por hora y un peso molecular de 25 y 31 millones calculados por
viscosidad y por dispersién de luz respectivamente, A medida gque los
mé&todos de purificacidn se fueron mejorando,los pesos moleculares dismi-
nuycron y en cambio aumentaron las activicdades especfficas,
Leuzinger et al, en 1969 (36) obtuvk;on una preparacién cristalina y
hamogénea electroforéticamente de 260.000 de peso molecular y una actiu-
dad de 73U mmoles de ACh/mg de.protefnas por hora ,
La experimenteacién para determinar peso molecular indicé que la molécula
de AChE puede ser divididae en subunidades,pero lo que adn' no esté claroc
es qué significado tiene ésto,respecto a.la funcién enzimdtica.
lLLeuzinger (35 y 37) sugirié ﬁue la AChE era un dfmero formado por dos
protémeros cada uno de los cuales estabe compuesto por dos cadenas poli-
peptidicas no idénticas, De'acuerdo con el grupo de Leuzinger cada mol é-
+ cula de AChE posee solamente dos sitios activos y ellos proponen dos
posibles esquemas qde vinculan la estructura molecular con la funcién,
En el primero cada centro activo deberfa ser construfdo por la cadena
alfa que provee la serina para el sitio esterdtico,y la cadena beta que
provee el sitio aniénico .
Como una alternativa ellos sugieren que la cadena alfa contribuirfa al
centro activo proveyendo el sitio anidnico y el sitio esterético,mientras
que la cadena beta serfa de funcién desconocida,pero podria representar

el receptor de la ACh, .
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V) ISOENZINAS

El hecho que una enzima pueda existir en mé&s de una forma molecular ha
sido aceptado desde hece afos.La existencia de Forﬁes moleculares mdlti-
ples fue detectado por primera vez utilizando electroforesis.

Cuando una preparacién enzimltica corrida en gel de almidén se resuelve
" en.un ndmero de bandas con distintas movilidedes pero cataliticamente
equivalentes,a sstas formas moleculares de la enzima se las llema
isoenzimas. Entonces isocenzimas resultan ser las formas moleculares
diversas de una misma enzima. Algunos sutores como Eldefrawi (35) '
distingue las iscenzimas (formas moleculares diQersasj de los agregedos
de distintos temafios de una misma forma moledular; Otros no hacen esta
diStincién e incluyen como isoenzimas a les aglomeraciones interconver-
tibles de una farma comdn, Grafius y Millar (39) demoétraron que la

formacién de esos agregados reversibles en los prepaerados de AChE de

Electronhorus se ve influenciada por las condiciones experimentales de

pH y fuerza iénica. Si el fen@meno de egregacién evidenciable en tubo

de ensaya tiene que ver con la situacidn in vivo no esté claro,perc el
agregado o el grado de agregacién .debé tenerse muy en cuenta en los
estudios cinéticos in vitro,

Main (4U) trabajé con pseudo-ChE de humano y de suero de caballo y con
AChE de eritrocitos de bovino y encontréd que la cinética de inhibicidén
podfa ser afectada por el estado de agregacidn. El patrén isoenzimédtico
de algunﬁs enzimas puede cambiar con el desarrollo como par ej. la
l4ctico deshidrogenasa. Esto podrfa reflejar diferencias en la oxige-
nacién de los tejidos embriénicos y adultos.(4l)

Cembios durente el desarrollo en la naturaleza de las colinesterasas han
sidoiestudiadOS por su especificidad con sustratos histoquimicos en
tejido cerebral de varias especies (42 y 43).

El significado funcional de las distintas formas isoenziméticas de la AChE
adn no esté claro, Grafius y Millar (39) teniendo en cuenta la influencia
de la agregacibn de la AChE del pH y le fuerza idnica,sugieren muy tenta-
tivamente que este fendmeno podrfa tener alguna importancia en el control

de la permeabilidad de las membranes.
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La existencia de AChE en varios estados de solubilidad es de importencia
préctica en la experimentacién histoquimica y pueds explicar porqué
algunos métodos son dtiles para demostrar AChE en las placas terminales
y no son satisfactbrios pera tejido ganglionar y menos adn para sistema

nervioso central (SNC) (44].

VI) MECANISKMO DE ACCIUN OE LA ACETILCULINESTERASA

En general la hidrélisis de los 6ésteres de colina (AX) por las ChE (EH)
se puede expresar segdn el esquema siguiente: '

k; k

2 3 :
H + ———d EHeAX e, —_——— :
E AX EH-A -Hx> EA A D EH + AOH

cm————
-1

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

Menten,EA es la enzima acilada,y AOH es el amino alcochol (en el caso de

la ACh es la colinaj, |

Con sustratos que se hidrolizan muy répido como la ACh y la ATC sl paso

limitante es la desacetilacién ( k

3
la acetilacién es mé&s lenta gque la desacetilacidn ( k2< k:3 Je

< k2 J,pero con sustratos muy pcbres

Las colinesterasas no poseen ni necesitan grupo prostético o metélico,

aunque se ha reportedo que la actividad es aumentaeda por cationes. como

++
Mg Yy CBH.

Por lo tento la actividad catalitice se debe exclusivemente a le estruc-
tura de la molécula de protefna, Le zone activa de la mol écula contiene
dos sitios activos,unoc fija el sustrato y tiene gue ver especialmente
con la especificidad (sitio de unién o sitio aniénico),y el .otro cata-
liza el proceso hidrolftico del éustrato (sitio ester&tico o sitio cata-
lfticoj (45).

Existe una influencia del pH en la Vmax y en la KM lo cual es 16gico ya
gue las reacciones que ocurren en la catdlisis involucran grupos iénicos
tanto de la enzima como del sus:rato y el g}ado de ionizacidén es depen—~

diente del pH,
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La relacién entre la constante de ionizacidn Ka (ususlmente expresada
como su logaritmo negativo, pka'J y el pH este claramente explicado por
0'Brien (46).

La curve que represeqta la dependencie de la actividad con el pH tiene
forma de cempana,y un médximo para la AChE de mamifgros alrededor de 8,5,
Esta forma de le curva fue interpretada por Wilson y Bergmeann (47 y. 48)
como evidencle de la existencia de un grupo ecfdico y otro bdsico en el
sitio activo de la enzima, |

Un fenémeno que ocurre ccn otras enzimaes pero que es de particular inte-~
rés en el caso de las ChEs es la inhibicién por sustrato ;9 Jooo

En los grédficos de velocicdad de reaccifin versus el logaritmo negativo de
la concentracidn de sustrato se observe-la cLéSica curva en %orma'de'
campana con un m&ximo en el caso de la AChE, y una curve sigmoide en el
caso de la pseudo-ChE, -

La AChE es inhibida por un gran exceso de con;entracidn de sustrato y le
pseudo-ChE no . La AChE da una curva en forma de campana ya sea gue se
grafique versus la concentracién de sustrato o el logaritmo negativo de
la concentracién de sustrato. En este dltimo caso,la campana es simétri—
ca y el eje de simetrfa carresponde a la concentracidén Sptima,la cus

-3
para la mayorfa de los preparados es de 2,5-3,uU x 10 M de acetilcolina.

VIa) SITIO DE UNICN

La especificidrd por sustratos que contienesn grupos catidnicos,sugiere

la presencia de un grupo activo anibnico donde se fija el sustrato por.
fuerzas electro-st&ticas y se dispone espacialmente de forma cue se pro-
duce un mejor ataque del sitio catalftico.

La colina y las seles de amonio cuaternario son inhibidores de la AChE,
pero'ese grupo anidnico no paerece importente para otros sustratos como

la butirilcolina (50).

La inhibicidn por colina y tetreetilemonio a pH menor de 7,0 disminuye,
esto se puede explicar pues para algunos autores el pKEl del sitio anidnico
serfa de 6,2 aproximademente,lo cual implicarfa que a pH més bajoé aue

el pK esterfa en la forma protonada y esto conspirerfa contra la unidn
a
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del inhibidor, El i6n tetralguilemonio,sin embargo no se una solamente
por fuerzas couldémbicas,sino que una parte considerable de su afinidad
.es debida a fuerzas de unién hidrofébicas de los grupos alquflicos,.(45)
Los grupos metilo de la ACh contribuyen también en forma considerable a
la unidn del sustrato a ls prot:fna enzim&tice por fuerzas hicraof@bicas
_entre los grupos algquflicos y la porcién no polar da la molécula proteica,
En resumen,el sitio aniénico fija el sustrato por fuerzes electrostédticas
y por fuerzas hidrofétices,y existe una pequefia contribucidén en le fija-
cién debida a le interaccidén entre el sitio esterédtico y el grupo car-
bonilo del sustrato, | .

La AChE cataliza también la-hidr8iisis de ésteres na.catiénicos como el
acetato de fenilo,acetato de indoxilo,acetato de indofenilo.

" 'Estos sustratos no se unen todos 2l mismo sitio de la ACh, Un alguilante
como el 2ecloroN;cloroetil-N metil-2 feniletilamina (MCP) inhiba caomple
tamente la actividad de AChE frente a la ACh,debido probablemente a la
alquilacién dél sitio aniénico,pero por.el contrario la actividad para

el acetato de indofenilo se exalte(51),

Le alouilacién csuse moderada inhibicién de la hidrélisis del acetato de
fenilo y el acetato de indoxilo,

Estos efectos no se deben a cambios en el Km (formecién complejo enzima=-
-sustrato) sinc a cemktios en k2 (constante de acilacién de le enzima],
0'Brien propuso tres sitios de unién distintos pera la AChE: 0(,[3, 5(52)'
sitioo(: (es el aniénico) a é1 se unen alquilantes como el MCP y sustan-
cies catibnices como la ACh,tetraetilemina,colina,etc, Estos se llaman
agentes ol,

sitio[3: se unen a 81 los organofosforadOs,cerbamatos,aceteto de fenila
y acetato de indoxilo.Es una porcidén hidrofébica y la interaccidn con
éstds sustratos e inhibidores se debilita por agentes &,

sitio&: se unen a él ,acetzto de indofenilo, fluoruro de acetilo,fluoruro
de dimatilcurbnmilo,Fluoruro de dimetilsulfanilo. Se postula que la accidn
de los agentes & incducen el corrimiento del sitio¥ a la vecindad del sitio

esterético por cambio configuracional.
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VIb) SITIO ESTERATICO

Segdn Krupka hay tres grupos catalfticos en el sitio esteré&tico,dos gru-
pos bésicos pKa;S,S y pKa:6,3 y un grupo acfdicu dé pKa:9,2-10,4(53).

De ecuercdo € los pKe de los grupos involucrados en la protefna es

muy prchable que el grupo imidazdlico de la histidina sea el recponsa-
- ble de los grupos bésicos(pKa:Bj.

Evidencias indirectas de esto fueron por ejemhlo el tratamiento de la
quimotripsine(serina—proteasa aque se obtiene al estado puro mds fscil-
mente) por fotooxidacidn selectiva con lo que se destruy§ la hiétidina
resultando una enzima sin actividac enzimética_hi reactividad con orga-
nofcsforados (54},

Las serinas proteasas y colinesterasas tratadas con DFP-32P y luego
hidrolizadas dieron una fraccién o-fosforil serina. Las secuencias de
aminodcidos elredecor de la serina pare todas las hidrolas~s sensibles

a OP presentan un aminodcido dibésico (glutémico en esterasas y aspér-
tica 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 cque el OH de la serina en la secuencia
GLU-SER-ALA y ASP-SER-GLI juega un rol importante en el sitio catelftico

de esterasas y proteasas,

VIc) MECANISMO DE CATALISIS

La serina libre no catzliza la hidrélisis de é&steres ni reacciona con los
compuestos OP,el grupo OH debe estar activado por otro grupo de eminoé&cidos
de la molécula de protefna. El1 imidazol de la histidina activa el OH de

la serina,se forma un enlace hidrégeno entre el N con doble ligadura del
anillo imideazdélico no protonado y el OH de la serina,creando una carga
parcial negativa sobre el oxfgeno,el que puede atacar nucleofflicemente

gl cerbonilo del sustrato o el fosforilo de los inhibidores (58),
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La gérina acilada formada se hidroliza répidamente, Krupka mdstré qué
uno de los sitios bé&sicos (pKa:S,S) funciona en la acetilacién del OH de
la serina,y el otro grupo béZsico (pKa:G,aj lo hace en la desacetilacién.
Este grupo imidazol activa una molécula de agua,la que ataca la acetil
serina sustrayé@ndole un protén de maenera similar a la activacién del

~0OH de la serina en el pasb de ecetilacién,

La zona activa de la enzima debe tener une configuracidén éstérica
adecuada de modo de permitir el ataque combinado de los grupos activos
que no estén adyécentes cono el imidazol y el OH de la serina. El meca-
nismo més probable es el propuesto por Krupka y en cuyo esquema el grupo

acfdico se8 corresponderfa con un OH fenflico de la tirosina (pKa:9,2-10,aJ(53).




VId) MECANISMO ESQUEMATICO DE ACCIGN DE LA ACETILCOLINESTERAGA

i ?Ka: 92-104
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VII) REACCION DE ESTERES ORGANLCFGSFORADUS CON LA ACETILCOLINESTE!ATA

Inhibicién de la activided colinesterdsica:

A diferencie de las sales de amonio cuaternario que son inhibidores rever-
sibles,los ésteres organofosforedos son inhibidores irreversibles que
basan su accién en la fosforilacién del sitio esterdtico (el COH de la
serina).La reaccién bdsicamente corresponde a la acilacién del sitio de
hidrélisis enzim&tica del sustrato natural pero la gren diferencia radi-
ca en que,mientrss la enzima acetileda tiene una vida media de 0,1 mseg.
la enzima fosforilada es de 107veces mayor (59 ).

Le reaccifn es progresiva y depende de }a temperatura (6U),sg puede
asquémétizar de la siguiente forma:

R Ky 0
(RO)ZPX+ EOH —e=—= (RszPOE + HX

ki ¢ es la constante de velocidad bimoleculaf.

Camo le concentracidn del inhibidor (1) es mucho mayor (al menos 10 veces)
gque la de la enzima (e) en la mayorfe de los experimentos,y cesi cons-—
tante durante el curso de la reaccién,sigue una cinética de pseudo primer
orden.De esta manera la velocidad de Férmacidn de le enzima fosforilcda

es:

=/2]

i ki (ep ). 1

Entonces teniendo en cuente que la actividad enzimdtica es proporcional

a la concentracidn de enzima,la constante de velocidad se cslcula:

2,3 1CO
ki- —:E 1 og

o1 a

donde (a) es la ectividad eﬁzimética residual porcentucl al tiempo t .
Aunque le potencia inhibitoria esté dada mds exactemente por la constante
de velocldad ki »S€ expresa emenudo como Iso,que es la concentracidén
molar de inhibidor necesaria para caussr S0% de inhibicién de la amctivi
dad enzimdtica a un tiempo dedo de incubacién,o por su logaritmo nega-

tivo pI

50 °
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La ISU estd relacionada con la ki de la siguients manera,para un valor

de a=5U la ecuacién anterior resulta:

Los valcores de pI5U de los inhibidores organofosforeados gétén entre los
valores 6 y 9 .

Los insecticidas organofosfarados,excepto los fosfatos vy Fosforbtiolatos,
son mucho menos eficientes como inhibidores. Ellos son activaedos en el
organismo para manifestar su actividad.biolﬁgica.

La fosforilacién de la enzima es similar a la hidrélisis alcalina de los
&steres organofosforados (SNZ].En lugar del i6n hidréxido,el grupo OH

de ls serina activado por el imidazol,sirve como egente nucleofflico para
el &tomo de fésforo,con una cerga positiva percial. .

Sin embargo los arganofousfatos reaccionen con le enzima mucho més répico
(varias potencias de 10) gque el i6n hidréxido,sugiriendo la formacién

de un complejo enzima-inhibidor como intermediario cue favorece la
reaccidén sﬁbsiguiente.

Esto estd también sugerido por la competicidn que exists entre el sustra-
to ACh y los orgenofesfatos y la semeJanza en los requerimientos estruc-
tureles entre sustratos edecuadoz e inhibidores efectivos(ﬁlj: |
La inhibicién depende del pH éomo en la reaccién enzimé&tica normel.

Los organofosfatos pueden interpretarse como sustratos particularmente

¢

'pobres.

EH: enzima libre; PX: iphibidor organofosforedo con un grupo X que se

libera,
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El esguena de reaccidn involucra un paso reversible para la formacién de
un complejo enzima-~inhibidor (EH;PX) anflogo al complejo de Michaelis
con sustrato,y un paso de fosforilacién que resulta en una inhibicidn
irreversible. El primer peso . depende de la afinidad dél inhibidor por el
sitio activo,y se caracteriza por una constente de disociacidn'(Kaj

que es una medida de la afinidad (cuando menor es la constonte,mayar

serd la efinided)

El segundo paso se debe a la habilidad fosforilente del inhibidor,la
cgue se mide por la constante k2 »que es una constante moncmoleculér y es

llamada constante de fosfcrilacién (62 y 63).

Cuando la concentracién de inhibidor (1) es mucho meyor que le de la en~

zima (e),la velocidad de formecién de la enzima fosforilada es:

dp i
gt~ Kot = 1K

kz(e-_p)

c: concentracién del complejo enzima-inhibidor,
p: concentracién de la enzima fosforilada

Integrando esta ecuacién resulta:

Kk
1 t 2

i 2,34og v K K
a a

)

' “donde Alog v es la variacién del logaritmo de la velocided de hidrélisis

en el intervelo t .

Graficando 1/1i contra t/2,3 Alog v ,se pucden obtener graficamente las

st ] k .
cons an?e Ka y 5

El cociente k_/K tiene las unidades de una constante de velocidad bimo-.

lecular (M ~ . min-lj.
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. dp .
Main definid k, = k — o —C—
© 3™ Ko/ at Ky (e-c-p) 1
K - 2,3 Alog v ( 1 . 1 ECUACT c
3 T - 3 J JUACION DE MAIN

La ki s8 la llama constante de reaccién bimolecular,porgue no es una
simple constante de velocidad,sino que incluye un equilibrio y una cons-
tante cinética. Por analogfa con la interaccidn enzima-sustrato,el
madelo propuesto por Krupka puede aplicarse para ilustrar esquemdtica
mente la reaccidn de organofosforados inhibidores con la AChE (64).
En el,esquema ,S es el sitio anidénico o el sitio de unién hidrofébica
(el sitio p de 0'Brien).

La afinidad es.afectada principalmente por el factor estérico (Ka).
La fosforileci6n (k2) es una SN2 sobre el fb;foro y estd afectada por
el factor electrénico del inhibidor.La Fuénta de enzima influye sobre
esta constante,por ej. el DFP tiene 16u veces més afinidad por la ChE
de suero que por la AChE de eritrocitos.

Aunque las medidas de k_ y K requieren concentraciones altas de inhibi-
a

dor ( IO_SM-IO-aM ) lasavelocidades de inhibicién se miden generalmente
a concentraciones de inhibidor aproximgdaﬁente IO-GM lo cual es mucho
menos que el valor de K_ (10_3- 10_41.

En estas condiciones la concentracién del complejo puede ser.desprecia-
ble y la ecuacién de MAIN se convierte en la clésica de ALDRIDGE,que ha

sido'usada ampliaemente para ia evaluacidn de la caepacidad inhibitoria

de los organofosfatos,

2,3 Alog v
i t. 1

ALDRIDGE s k
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MECANT L0 ELCUEMATICOD DE REACCION DE ORGANGFUSFATOS CUN ACETILCOLINESTERASA

%

4+ At}

VII a) RECUPERACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Reactivacién esponténea o desfosforilacién

Aungque lentamente la enzima fosforllada en presencia de agua se hidro-

liza,dando el &cido del fosfato y la enzima libre.
EP # H.O -—--C —> EH + POH

La velocidad de la reactivacién eéponténea no depende del grupo que se
aleja (leaving group ) ariginal del organofosforado por supuesto, pero

s{ de-la enzima y de los susfituyentes (RO~ jsobre el fésforo.

La velocidad de la reaccidén la podemos expresar como tiampo'de vida media
de la enzima fosforilada,o como actividad del centroc catalftico,en ndmero
¢e grupos fosforilo hidrolizados por minuto, |

La estabilidad de la AChE fosforileda es comparable a la de los organofos-
forados,por ejemplo ,el Serin tienme una vida media de Su horas para.su
hidré6lisis y la enzima de.la anguila eléctrice fosforilaeda con el Sarin
es deg 48 horas.

Les colinesterasas de insectos tienen una boja actividad del centro
catalitico pera grupos fosforilos y cerbsamilos. Pero ésto in vivo:- no
ocurre (65 y &6) pues es probable por ej. en moscas que posean rcacti-

vadores naturaoles de la ChE inhibida,



-23-

El ndmero de turn over pera los dietil-fosfatos es de un billén de veces
menor que el de la ACh,pdr eso a uno se lo llama inhibidor y al otro
sustrato., La desfosforilacidn de la enzima fosforilada es esencialmente
una reaccién de desplazamiento nucleofflico'sobre el fésforo que libraré
a la enzimay

Algunos compuistos como la hidroxilamina y sus derivados,oximas y &cidos
. hidroxémicos se estudiaron como-reactivadores in vitro con éxito,

Ho; dfa son utilizados en mam{feros y en el hombre con seguridad deriva-
dss del 4-PAY (Piridinaldoximas) para la terapia del envenenamiento por
orgqnofosforados. Estos compuestos se usan en combinacién con la atropi-
na,la cual blocuea la transmisién sindptica reemplazando la ACh de sus
receptores, Son drogas camplementarias en su ‘accién terapéutica .

La atropina es efrctiva en les terminales del SNP y en las sinapsis

del SNC y en los ganglios del SNA?pero no lo es en iéé uniones neurcmus-—
cuieres. Les oximas contratacan,reactivaendo la AChE inhitidas en les sinap-

sis y ademés deccomponiencdo directamente los orgeanofosforados.

VII b) ENVEJECINIENTO DE LLAS ENZILAS FOFCRILARAS (AGING)
Las AChE inhibidas cambien gradualmente & formas no reactivables, Esto
es lo que se ha dado en llemar “Yaging" o envejecimiento,

Se acepta que el aging se debe a la dealouilacién de le dialcoxifosfonil

enzima,
. (-
<z < +
RU;R\D + HZO - 6>ﬁ\0 + ROH + H
RO” O-Enz RO® '0-Enz

Se ha demostrado grado de paralelismo cuantitativo entre el aging y la
aparicién alcoxihidroxifosfonil-enzima,

Despuds de le dealquilacifn,la enzima se vuelve_estable y resiste stague
nucleofflico ce oximas por fener su cacrga negcative,

Todos los princi:ios que hemos visto para las AChE son aplicables a les

ChE y a otrers B-esterasas y en gencral ‘a las serine-proteasss.
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Resurienco le reaccién entre un organofosforedo y una hidrolesa sensible
a organofosfatos se puede describir asf ;
K
K k . 37E + PR

E + xpn.__E_.E-xpn __._.2_:. X + EPR<
el e—— ~3 - -+
4”"EP + R

Las velocicdades de cada paso serdn dife: entes segﬁn la fuente de enzima
que se utilice. '
Un incecticida ceseable (organofosforado) debe reaccionar distinto con

la AChE del hombre y le de la peste.

Paso de reeccién Acetilcolinesterdasa

Afinidad por enzima Kﬁ Peste 7.-h0mbre
Fosforilacién k2 Peste > hombre
Desfosforilacién k3 Peste < harbre
Aging ka Peste > hombre

VIII) ACETILCOLINFSTERASA EN INSECTCS.

!Las colinesternsas de insectos se ven influenciedes por una serie de fsc-
tores que incluyen el pH,la concentrecidn salina,y la concentrecidén de
enzima. Les ChE de vertebrados también son efectadas por las condiciones
gxperimentales pero le diferencia gue existe con los insectos es que
éstos incluyen miembros muy diferentes entre si,en lo que re-specte a
aspectos tanto estructurales como de comportemiento,y es por eso que les
especies mds peauefias no presenten otre alternativa que trabajar con hamo-
genatos de las cabezas enteras y en muchos casos con los insectos enteros,
Los preparadcs de dif:rentes insectos pueden ser muy dispsres respecto

al pH 6ptimo,los electrolitcs,materieles inhibidores y sctivantes,y la
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concentrecién de enzima. Wolfe y Smallman (67) encontraron que la con-
centrecién dptima de ACh como sﬁstrato para preparados de cabezas de
eabejas efa menor gue le de homogenatos de cebezes de mosces. Mientras

que ésto se punde inferpretar como una diferencia fundemental entre las
dos enzimas,ios autores mencionan la posibilidad qde ésto se deba a
diferencias en le concentrecién de enzima, Cuando los preparados de

" cabeza de moscas se diluyen,la concentracidn de sustrato éptima cae a un
valor compareble al de las sbejes, Obviamente resultzs muy importsnte dis-
cernir si las diferencies entre preperados enziméticos de distintes
especies se deben a diferencias genuinas de las enzimas o a otros
componentes que a la pcstre afectan su funcién.. .

Un ejemplo extremo es el pH 6ptimo para le CHE dé cebeza de moscas,Babers
y Prétt (681 encontreron que era 5,75 pero pars lo mismo Chadwick et al.
(69) y tembidn Wolfe y Smallmen (67) dieron valores de 8,U y 9,u.
‘Algunos fectores tienen mds de un efecto,por éjemplo el ClNa sumenta

la velocidad de hidrélisis en la ChE de cabeza de moscas pero disminuye
le afinidad de la enzima par el sustrato (ocurre cualitativamente lo
mismo con la ChE de cerebro de ratén ). Otras sales aumentan la velo-
cidaed de hidrélisis de la ChE de moscaé y &stas incluyen al CIZCa,ClK,
C12Mg,y NOSNa;sin embargo estas seles por encima de 0,5N reducen la acti-
vidad enzimética,

Lord y Potter (70) encontrarcn una sustancis en extractos de un- escaraba-

jo de la harima Tribolium castenecum,que inhibfa le hidrélisis de la ACh,
Menn y McBain (71) describen una sustancia anticolinesterdsica en las

cucaerachas,Blaberus craniifer y Bletella agermanica,

Este tipo de compuestos inhibitorios pueden existir en otras especies y
su presencia en un h.mogenato puede resultar en una baja actividad
coliﬁesterésica y egquivocadaemente ser atribuida a una propiedad caracte
ri{stica de la enzima.

Las ChE de insectos el igual que la de mamfferos se desnaturalizan répi-
camente a temperaturas por sobre los 55°C (72),pero el proceso de desno~-
turalizecién en los insectos comienza a temperatures menorcs,segﬁﬁ Wolfe
y Smallman (67) eproximedamente a 35°C,

Dauterman et nl.(73j como perte de su proceso de purificacidn,calienta

su preparado perclalmente purificado de cebezes de moscas a 54-55°C en
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presencia de ACh,y en este ceso la desnaturalizecidén no existe,

Wiolfe y Smellman (67) encontraron que el ClNa tiene un efecto protectivo
similar. Protecdidn de este tipo por presenciae de alguna sustancia en
‘los preparados puede ser la responssble de las diferencias en las velo-
cidades de desnaturalizecidén por calor que hen sido obtenidas por dife-
rentes autores. Lo que en general se debe tener en cuenta es oue laos
preperados de insectos pueden comportarse en forma varieble segudn las
condicicnes experimentales. Por esta razén las propiedades deben con-
siderarse més cuaelitativamente que cuantitativemente,

En los mamiferos se puede distinguir con faciliced entre AChE y otras ChE
pero en insectos esta divis?dn no es tan definitivamente clara,

Casice (74) (75) ensay6 preferencias por sustretos de acetilesterasas

--.incluyendo - -AChE en una cantidad de insectos. Encontré una enzima con

propiedades similares a la AChE de mam{feros en las cabezas de mosces
adultas y en gusanos de seda,en camblo en €l cordén nervioso de las
cucaraches y en otros insectos encontr$ una enzima gue se perecfa a

la pseudo-ChE de mamfferos. Ademds encontrd esterasas con propiedades
intermedias entre los dos tipos de enzimas en algunos insectos.
Teniendo en cuenta ésto y otros trabajos similares,Chadwick (72)
seﬁalé.que la clasificacién usada para las colinesterasas de mamiferos
no es aplicable en invertebrados sin otra aclaracién o calificacidén.
Wolfe y Smallmen (67) compararon la hidrélisis de verios sustratos

por ChE en las fracciones;soluble y particulada de4cabeza de moscas y
de abejas., Las ChE de moscas sufrian inhibicidn por sustrato con 0,1M
de ACh,MeCh y BuCh, en cembio la BzCh apenas se hicrolizeba,pero la
triecetina se hidrolizeabe apreciablemente especialmente por la fraccién
soluble, La enzima de cabeza de abeja difiere en cue a una Eoncentra-
tién de 0,1M de MeCh se hidrolizaba m&s rdpido que la ACh y no causaba
inhiticién por sustrato,y la BzCh no se hidrolizaba,

Con concentraciones por debajo de 0O,UlW tento lus preperados de abeja

como los de mosca hidrolizaban ACh mds répido que cualquier otro éster,
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Se concluyd aue la ChE de cabeza de mosca se parecfa a le AChE de memf-
feros y que no habia presente cantidedes significativas de pseudo-ChE ni
en cabeza de moscas ni en abejes,

Quedaba implfcito en estas conclusiones que la enzima de abeja se la
consideraba una ChE verdadera indcpendientemente de la f'alta de inhibi-
cién por exceso de MeCh,

~ Dauterman (73) desarrollé una técnica de purificacién parcial de la

ChE de cabeza de mosca y midié la ectividaed en los sucesivos pasos

de purificacién y comparé los valores con los obtenidos con AChE de
eritrocitos de bovino,encontrando diferencias significetivas entre embas
enzimas. En especial la actividad hacia la BuCh,triscetina,y el fenil-
butirata son méyores con la enzima de mosca, .

Dauterman (73) estd de acuerdo con VWolfe y Smallman (67) en que una
enzima es la responsable de la hidrdélisis Ee todos los sustratos,pero

la pregunta es,si ésta se deberfa llamer ChE,pues su ndmero de “turnover"
para algunos acetatos aliféticos y srométicos y posiblemente el fenil-
butirato es tan alto como el de la ACh,

Sin embargo por su gran afinidad hacia la ACh y en bese a considera-
ciones fisiolégicas,deberfa llamarse "yerdadera“ colinesterasa,si se
requiriera alguna clasificacién.

Casida (75) publicé datos comparativos muy dtiles sobre espeéificidad por
sustratos en una cantidad de insectos adultos,en sus huevos y larvas

en désarrollo,incluyendo tambiéh algunos dcaros en su estudio..

Usando experimentos con sustrato mezcla determiné si una o diferen-

tes enziﬁas eran las responsables de la hidrélisis de ACh,triacetina y
O-nitrofenilacetato (NPA) en varios insectos.,

Donde la hidr6lisis de ACh,triacetina,NPA se debfe a una misma enzima
(como en los hamogenatos de czbezas de moscas jla inhibicién con eserina
colina o TEPP era genrrnlhente muy mercada con los tres sustratos.

Por otra parte en el escarabajo de alfombra la ACh y el NPA se hidrolizan
por enzimas distintas y 10-6M de sserina sélo inhibe la hidrélisis

de la ACh. Es particulermente interesante lo encontredo en moscas,
respecto a la variecidn cuali y cuantitativa en las ChE, en sus huevos
y estados larvales mds precoces existen dos enzimas responsables dé la

hidré8lisis de la ACh y el NPA,pero una sola anzima ateca a ambos sustra-
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tos en las formas adultas. Cosida (75) resume su trabaje comparativo
de insectos y écarous diciendo que sus ChE aparecen ccno un grupo de
enzimas relacionadas con propiededes que varfan empliemente entre ellas
y en comperacién con las colinesterasas de mamiferos.

El considera que las diferencias en especificided son tan grandes aue

pueden ser usadas como base para la selectividad.

.Gran.parte de las investigaciones sobre ChE de insectos se han llevado
a cebo con la esperanza de encontrar slguna propiedad que pudiera ser
explotada en el diserio de pesticidas altamente selectivos.

La selectividad sin embargo no es s&lo diferenciar mamiferos de insectas
sino distinguir entre laos ipsectos beneficiosus para la humanidad y los
que no lo sen. | |

.No es suficiente estar alerta a las variaciones en las propiededes de
les ChE en las diferentes especises,sino preguntarse qué es io cue
exactamente provoda estas diferencias. La explicacién més probable
es hasta el morento oue las diferencias residen en le configuracidén del
sitio activo.
0'Brien (76) buscando diferencias entre los sitios activos de las ChE de
cabeza de moscas y la AChE de eritrocitos ds bovino,comparé los efectos
sobre les enzimes de las sales de alquil anonio. |
Estos compuestos se supone aue se unen al sitio anidnico y pueden inter-
Ferif.con la fosforilacién del sitio esterdético por compuestos organo-
fosforados., Con ChE de eritrocitos el tetraetilamhnio (TEA) y €l tetra-
propilemonio (TPA) fueron igualmente efectivos en reducir el grado de
inhibicién cuusada por compuestos OF., Esto sugiere que el nitrogeno
cuaternario estd unido al sitio anidnico y que tanto la extensidn del
TEA como la del TPA son suficlentes para enmascarar al sitid esterdtica,
Sin embargo el TFA es. 32 veces.més efectivo que el TEA en la proteccién
de la ChE de ccbezs de mosca de la fosforilecién,lo cue esté indicando

cue enmescara el sitio esterdtico mucho més eficazmente.
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O’Brien concluye gue en le ChE de eritrocitos la distencie entre el sitio
anidnico y el esterdtico debe ser menor que el didmetro del TEA,esto es

Q ]
menor que 4,5A,pero en la ChE de cabeza de mosca decbe ser meyor que 4,5A

o .
pero no més de 5,4A,dque es el didmetro del TPA.
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Las ChE de insectos se caracterizan por ser cepaces de hidrolizer ésteres
de colina pero mostrando grandes veriaciones respecto a la especificidad
por los sustratos en las distintas,espécies,incluyendo su habilidad para
hidrolizar ésteres no colfnicos.

Su actividad in vitro es influenciada por las sales,el pH y lea concentra-
cién de enzime. La forme en cque son afectadas varia entre las distintes
éspecies, Parece probeble que elgunes de estas diferencias .se deban en
meyor o menor medida & variaciones en las dimensiones y .en la disposiéién
espaciel del sitio anidénico y del sitio esterdtico en el centro activo.
La histoquimica es valiosa porque relacions le enzima y la estructurs,

y provace la pregunta ¢Cué hace esto aquf? mds que el gCBno lo hace ?

de lg biogufmica. En el caso de los insectos los estudios histoqufmicos
no son muy numerosas por dos rezones :primero por el tamano muy pequero

de muchosde los insectos que introduce_difi;ultades técnices,pero con

el desarrollo de la higtoquimica a nivel ultraestructural este prcblema
esté desupareciendo. En segundo lugar,se sabe que en muchos inseEtos existe
una barrera de difusién (77) que esté afuera del tejido nerviosa e impido

la entrada de los sustratos h stoqufmicos,
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IX) SISTCHMA RERVICTL NE INSECTOS

La mayoria de los insecticidas modernos feben su toxicided a ia habilidad
para aetacar el SN como “target” primario. E1 SN es una de las porciones
del cuerpo m&s susceptibles y wulnersbles en los organismos altemente
deserrollados, La carscterfstica mds impactante de los insectos es que
tienen un SNC tan bien desarrollado que resulta casi comperable en orga-
nizacién &l de los mamiferos. La menera més répida y segura de trastornar
guimicamente los mecanismos regulares del cuerpo es sin duda intoxicendo
el SN . Generalmente el &xito de un compussto insecticida depende del elto
grado de desarrollo nervioso en los insectos peste.
En este sentido,el hombre por ser'el arganismo mé&s aitaﬁcnfe desarrollado
- podrfe ser muy susceptible al mismo téxico nervioso, Pero afortunademente
han sido inventados varios compuestos dtiles,gue pueden selectivemente
atacar a los insectos sin causar demesiado dafo a animalrs beneficiosos
y @ los hombres.
En los dltimos afios,ha surgido el conocimiento que en algunos casos las
diferencias en susceptibilidad entre memfferos e insectos son el resultado
de diferencias inherentes en sus SN ,
Por ejemplo diferencias en susceptibilidad a t&xicos nerviosos entre
insectos y mamiferos podrfa parcialmente atribuirse a diferencias morfo-
1l8gicas en la distribucién nerviosa,los inscctos poseen varias terminales
nerviosas expuestas sin ninguna proteccidn,mientraé gue los mamiferos
tienen relativemente pocos de estos sitios vulnerables,
Las diferenciss son de un gran interés no solamente toxicoldgico,sino
desde el punto de vista de la biooufmica comparada.
Histdricamenfe los estudios del SN resultan de la amalgoma de la zoologfa
de invertebrados y de verteb: ados. La orgisnizacidn bé&sica del SN se
estudif en mam{iferos y sus funciones fundamentales se estudiaron-en
invertebrados (axén gigante de calamer y de langosta de mar).
tas diferencias bé&sicas en la organizacién nerviosa entre mamiferos e
insectos pueden demostrarse considerando la estructura fundamental del SN
de los mem{feros primero y lucgo sefielar la morfologfa especf{fica y las

diferencias fundementales en el sistena de insectos.
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Figure 1 DIAGRAMA SIMPLIFIGALD DEL SISTEMA NERVICS0 DE MAMIFERQOS
MUSCULC VOLUNTARIO ADRENERGICO
ORGANO
(gléndule)
MOTOR SIMPATICO”
SINAPSIS
(ganglio)
SNC
: MP
CEREBRO PARASIMPATICO
Y | SINAPSIS (genglio)
SENSGRIAL CCRDOGN ESPINAL
coLINEQQICU
ORGAND
RECEPTOR
(gléndule)
SOMATICO AUTONGKD
(sistema Nervioso Periférico) (Sistema Nervicso Periférica)
Figura 2 DIAGRAMA SIMPLIFICADD DEL SISTE#A NERVICSU DE INSECTOS
MUSCULO VGLUNTARIO ORGANOS VISCERALES
7 7 (gléndulas)
MOTCR SIMPATICO
SNG
CEREERO
SENSCRIAL URADUN CENTRHAL y ?
GANGL IOS
HECEPTOR ORGANGS
SUMATICO AUTUNGHO

(Hodificado de 0'Brien R.D.0. "Toxic Phosphorus Esters™ N.Y. Acad. Press,

1560,pag 434)
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Las figures 1 y 2 indican caracteristicas generales de los SN de mam{fe-
ros y e los insectos. Ambos tienen dos sutdivisiones muy importantes en
comin: el SNC y el SNPeriférico,

-El primero formacdo por el cerebro y el cordén ngrvioso espinal en mam{-
feros y el cerebro y el corddén nervioso central en insectos.

El SN& cono su nanbre lo indica,funcione como sistema central de integra-'
-cién y estd compuesto por millones de célales nerviosss que estdn conec-
tadés unas con otras por uniones llamades sinansis, |

El SNP estd compuesto por dos subdivisiones tel sistema somdtico y.el sis-
tema eutonémico. El sistema somdtico comenda los movimientos de los orga-
nismos y esté conpuesto por una via aferente o sensitiva y otra eferente
o motora aue lleva la respuesta al efector del estimulo informado por la
_sensitiva. -

En el caso en cue el cerebro no enalice el estfmulo y ordﬁne la respues-
ta,es decir cue la informacidn conducida pase directemente a los nervios
motores,estamos frente e 1o que se da en llamar arco reflejo.

El nervio eferente termina en la unién neuromuscular cuye sinspsis con

el efector es colinérgica ( ACh J.

El sistema nervicso auténomo (SNA) regule la ectividad visceral,es invo-
luntario y comprende el: sistema nervioso simpético (SNS) y el sistema
nérvioso perasimpético (SNPa) de ecciones opuestas gue se diferencian

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

El SN de insectos es consideroblemente mds simple oue el de memiferos.
Sin embargo,en elgunes circunstancies,ciertes partes del mi%mo son
eltamente especializadas pure la adeptecidén a un complejo modo de vids.
Como se ve cn las figures 1 y 2 las diferencies bAsicas entre el SN de
insectos y el de mamiferos sons

leﬁ el SNP no hay sisteme colinérgico (ACh).

2)No existen dos sistemas autlnomos,el UNS y el SNPa. Hay uno sulo que
estd comtrolado principalmente por hormonas..

3)En el &NP no hay genglios.(Los genglios de los insectos corresponden

al SNC de los mamiferos)
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4)En el SKC de los insectos no se identificd otro transmisor qufmice

que no ses la ACh,aunque se cree oue existen algunas amines biogénicas
ectives.

Ademds de les grandes diferencias,el SN de insectos tienen las siguientes
diferencies morfoldgicas e histoldgicas:

1)En el SN de insectos no hay mielinacién distinta observeble,

2)El cordén nervioso de insectos estd cubierto por una corteza fibrosa
llamada simplemente vaina o cortera neurel,formeda por uns parte externa
no celuler (lamella neurel)’y otra interna ocue es celuler (perineurium),
Esta veina protege 8l sistema nervioso y actda ccmo barrera de difusidn
cunpliendo un rol similar al de la barrera hemeto-encefdlica de loas
mamiferos. |

3)ta unibn neuroruscular no tiene placas'termineles especf{ficas como en
los mamfferos. Los axones de los insectos se ramifican en varias ramitas

e inervan cada una de las fibras musculares,mientres que en mamIfe;os

las placas terminales gobiernan el total de un grupo de fibras musculares,
4)El SN de insectos estd provisto de un sistema de trdqueas que le proveen
oxfgeno directamente a las células nerviosas por difusidn,

Sin embargo,el SN de insectos se parece al de mamfferos en muchos aspec-
tos,y las similitudes bédsices son més impactantes que les diferencies,

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

a 1los fines de comparer con los mamfferos' estamos obligados a conside-'
rerlos en general, Pero entre.los insectos que sufren metemorfosis hetero-
morfa y holomorfa hay grandes diferengias en el SN desde el punto de vista
‘de 1a organizecidén. Diferenciaz entre especies son muy numeroses y com-—

plejas,selvo en unos pocos cesos muy bien estudiados(??).

SISTEMA NESVIOTI0 GENT! AL REL TRIATSUA INFESTANS (vinchucal,

El SNC estdéd formado por el cervbro o genglio supraesofdgico,el ganglio
sutesofédgico y la cadena ventral,camo en los insectos en general.
En nuestro latioratorio se llevS a cicbo la diseccidn de cerebros de

vinchucas adultas,cuya morfologia responde al esouema general presentado
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Figura 3 SISTEMA NERVIOSGO CEREBRAL
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en la figure 3 . El cerebro estd formedo por el Protocerebro que posece
los lébulos épticos aue inerven los ojos compuestos,en el centro los
l6bulos protocefcbrales de donde salen los nervios que inerven los ocelos,
y los cuerpos setiformes cuyo deserrollo se relaciona con le inteligencia
del bnsecto.El Deutocerebro que controla los nervios de les antenas (Fun-
cidn olfativa),y el Tritocerebro que inerve la regién gustativa y conecta
el SNC con el SNA o estomogéstrico.

El ganglio subesofégico se encuentra todavia en le cabeza del insecto y
por debajo del eséfeqgo,inerva los epéndices bucales,de 61 salen los
nervios lebial y moxiler(figura 3).

La cadena ventral estd formada enllos insectos en ggheral por los ganglios

tordcicos y les ganglios abdcminales, en el Triatoma infesfans él igual

-~que en otros Hemipteros y en los Dipteros los ganglios tarécicos y abdo-

minales se fusionan, En la vinchuce (figura 4) vemos en el tdérax un
ganglio protordcico y otro ganglio resultante de la fusifn de los gan-
glios meso- y metatorécicos y los genglios sbdominales.

En la figura 4 se representan los principales nervios aque conformen el
SNP del insecto y que se vinculan con el SNC a través de la cadena ventral.
Los centros motores estédn distribuidos por todo el SNC de los insectos,
y. es por eso gue sus movimientos no estdn supeditados a la integrided del
cerebro sino al ganglio del segmento que corresponda, De aquf que insec-
tos sin cabeza puedan mantener movimientos & veces por horas, aungque

sea el ganglio ceretral el aque da direccidén a la locomocidn y ejerce
sobre ella control restrictivo.

El SNA destinado a regular les funciones de la vida végetativa consiste
en dos formeciones: une Dorsel,que nace del cerebro y estd destinade
especialmente e inerver intestino anterior y medio, y la otra Ventrel,
tue nrce de le cadena . ventrel y sirve a espiré&culos,intestino posterior

y genitales,
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Figura 4 SISTEMA NERVIOSO DEL TRIATOMA INFESTANS
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X) EFECTUS DE L0OS COMPUESTUS GRGANGFUIFORADCS EN INGECTUS

La hipdtesis vigente es que el principel modo de accién de compuestos OP
-y carbamatos es la.inhibici6n de la AChE,pero no hay demasisdo ecuerdo
sobre a qué nivel es critica la inhibicién pera causer la muerte,

En la iiteratura se han reportado casos en que los compuestos resultaron
-téxicos con poca inhibicidén de le ChE total,en cembio hay otros que con
altﬁs porcentajes de inhibicién de la ChE total no mostraron efectos
t8xlcaos. Las técnicas bioquimicas us&das pare el estudio del modo de
accién de OP y carbamstos han sido in vivo e in vitro pero nada dicen

de la distribuci6én de la enzime/s en los tejidos celulares,

La histoqufmica en cambio permite saber si la inhibicién es completa

y 8n una zona'altemente réstringida,y sl la muerte ocurre por el cese
.de la funcidn en una zona localizada,o si ls inhibicién est4 generesliza
da o s6lo restringida al sistema nerviosa,

En las placas motoras terminales de mﬁsqulo da Acheta domestica (grillo)

se encontré una sola ChE que hidrolizaba la ATC y era inhitida par
eserina (78}, Ninglin otro preparado de mdsculo de insecto mostrd esta
actividad,

Intoxicacién por aplicacidén tdpica de OP en moscas mostrd gue el sitio
vital de accidn es el &rea periférica de los ganglics toré&cicos y en
grillos es el cerebro y el corddn nervioso.

Evidencias ultraestructurales demostraron que les ChE gque hidrolizan ATC.
estdn unidas a membrana.

El GASA se ha confirmado como transmisor gufmico en las unibnes neur o-
musculares inhibitorias presentes en los Artrépodos (79).

En insectos el SNC estd formado por los genglios supra y subesofdégicos

y una cadena de ganglios ventrales,como vimos en la.seccién anterior, y
es en este sistema en donce $e acepta como transmisor a la ACh (8uj.

Se encontraron tembién catecolamines en insectos,y la pozibilidad de
existencia de un mecanismo de sinapsis adrenérgica en el SNC,perticulor-

mente en el sexto ganglio abdominel de cucaracha (81).



=38=

El tranmsmisor en uniones neurogmusculares de insectos todavfa no se cono-
ce (82) aungue hey hip&tesis que una indolalquilemina,un derivado de la
Nicotinamide y el &cido glutdmico perticipan en la trensmisién sindptica
(83) y (8a).

La neuroactivi@ad de le L-leucina se ha demostrado en el corddn ebdominal
de la cucaracha americana,pero su rol fisiolégico no se ha confirmado adn
(85),

Los sIntomas de envenenamiento por organofosfatos son en general,
ifritabilidad aumentade,luego hiperexitebilidad,luego temblores de tcdo
el cuerpo (m#s marcado en las extremidades,y finalmente parélisis y muerte,
El curso de estas acciones verfa con le-dosis,gl compuesto,y la ruta de
administrecidn,por lo general dosis altas prpduceh efectos més répicdos.
En cucarachas los fosfatos (TEPP y DFP) causan sfntomas violentos en
paocos minutos,mientras que Fosforoﬁionatos (Paration) bueden no mostrar
efectos por verias hores,cono por ejemplo 2 horaes a dosis de 3 veces

la LPSU y 7 horas a la LD5U
Esta diferencia es més notable con inyeccidén,y menos con aplicacién
t6pica,, Excepto con dosis muy altes,la muerte se demore mucho,con TEMP
se mueren en 18-26 horas después del envenenemiento y con Paration entre
21-36 horas después del envenenamiento (86).

En la mosca estos efectos estdn comprimidos,la hiperexitabilided es comdn
en 3u minutos,le perdlisis en 3 horas y la muerte en 24 horas (87).

Los primeros experimentos de envenenamiento por OP en insectos fueron
hechos por Chedwick y Hill en. 1947 {88). En un estudio que resulta modelo
ellos mostreron que minimas cantidcedes de OFP y TEPP (taﬁbién eserina que
es un carbameto) inhibfan la ChE de insectcs in vivo e in vitro,
Encontraron un paralelismo notcble entre la inhibicién de la ChE in vivo
a une dada dosis y el porcgntaje de mortalidad,

Luego surgié el femoso estudio de Metcalf y March en 1949 (89), ellos
trabajaron con abejas y mostraron para el TEPP y el raration una corre-
lacién entrs sfntomas e 'inhibicién de lé ChE; en general un 50% de inhi

bicién conduce a la hiperexitabilidad,un €5% al Knock down, un 90% a la

postraci6n,y un 98% a la muerte.
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Chamberlain y Hoskins (86) usaron 18 organofosfatos en la cuceracha
americena e hicieron abservaciones in vivo. Sus datos mostr:ban que
compuestos rapicanente tdxicos como el TEPP y el Paraoxon irhibfen la

ChE en un 9U% en 3u ninutos pera una dosis éercana.a la LDSU,en cambio
compuestos mésllentos como el Faration causaeban inhiticlidén significativa
despuces de horas de hater sido tretados. Noteron que la ChE de las cuca-
-raphas tratadaes se recuperat:an -radpidamente cuando eran tratadas con
dosis subletales de TEMP. M&s tarde fue demostrado que la ChE de insectos
intoxicados pcdfa recuperarse rdpidamente no sélo en el caso del TEPP (9U)_
sino para €l Malation también (9Y) y el DFP (92).

Estos resultados demuestran la enorme diferencié de repidez con aue se
recupera la ChE en insectos respecto a lsa dg‘mamfferos. | |

La recuperacién de le ChE de insectos in vitro es despreciable después

de la inhibicién por organofosfatos,sin embargo en mamfferos se encusn-
tra una recuperacifn espontdnea significativa.

Le difcrencia entre la recuperacién in vivc e in vitro no se puede
atribuir a una distinte netureleza de la enzima inhibida.

81 la ChE ce mosca es inhibida in vivo y }uego las cabezas son homogeni-
zadas,el comportemiento de la ChE es tal cual el de le enzima inhibida

in vitrojno se recupera esponténe;mgnte,puede reactiverse por oximas, y
muestra aging (92).

Por 10 tanto la diferencia debe atribuirse a algdn factor presente in vivo
pero no in vitro., Kengle y 0'Brien (92) demostraron que las mosces sobre-
viviente$ de la intoxicacidén contenfan un factor cepaz de inducir la re-
cuperacién de la ChE inhibida.Este fector era muy débil;pues deseparecia
de los homogenatos a los 3u minutos de permanecer en el frio,y deberfa
estar ausente en las moscas muertas. Por otro lado Neubert et al. (93)
encontraron un factor reactivente en suero de mamiferos,

La acetilcolina (ACh) no es téxica para los insectos (94) (95) y no es
efectiva contra la transmisién sinéptica de los insectos (96), en cambio
en los mamfferos es téxica e interrumpé la sinapsis,

Sin embargo no se puede dudar de la posibilided de que la ACh esté presen-
te en insectos,pues estudios hechos en ebejss y moscas combinando
cromatograffa y ensayos farmacol6gicos lo han demostrado (97) (98).

El fracoso de la ACh para matar o pera interrumpir la conduccién ner-
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viosa en inseétos se explica por la existencia de la barrera ifnica que
protege su sistema nervioso

En los mamfferos se acumulen pequefias cantidades de ACh como resultado
de la intoxicacién por OP y &sta es el resultado de la interrupcidén
nerviqsa.

En los insectos se pueden producir grandes acumulaciones de ACh por tra-
' tamiento con dosis masivas de organofosfatos,por ej. usando TEPP :

10 ug por mosca se hallaron eumentos de 21,2% en ACh en cebezas de moscas
(Su). Existe actualmente evidencia en favor de la cadena causal ae
eventos en el envenenamiento por GP en insectos: 1} inhibicifn de la
ChE,2}acumulacién de ACh,3) interrupcién del sistema nervioso (pro-
bablemente por despolarizacién causada por la ACh) y 4) finalmente la
~muerte, Los estudios hechos desde 1947 a 1949 condujeron a que la muerte
por la eccién de los OP en insectos era debida a la inhibicién de la ChE
(88) (89). Hasta ahora no hay evidencia significativa en contra de

esta teorfa,nadie ha demostrado otro sistema que sea inhibido en el
envenenemiento en forme tal que sea de importancia demostrable para el
insecto. En gen=ral deberfa haber una relacién directa entre la inhibi-
cidn in vivo y la toxicidad.

La ChE ha sido encontrada en todos los insectos adultos y larvas estudia-
das hasta ahora,

Lord y Potter fueron los primeros en sugerir que otras esterasrs ademfs
de les ChE podfan ser importantes en el envenenamiento por OF (99) (100Qj.
Se creyé en primera instancia que la ACh no ema t6xica para los insectos
pues en dosis masivas de 1000 mg/kg no mateba (94j,en cembio en mamfferos
tenfa una LDSU en ratén de 2u mg/Kg (lul ),y otros compuestas caomo la
proatlgmlna y la etropina tampoco eran letPles para los insectos.

Este argumento en contra de la’ "hip&tesis de la ChE" se resolvié

cuando se vio oue la ACh no endégena fracasasba en su entrada al éordén

nervioso o al sitio de accién debido a la barrera idnica que lo cubre.
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Esto 1lleva a explicar tembién porqud puede fellar la atropine caomo
antidoto para los insectos,ye cue.tiene un pKa=9,3 y a un pH:?7 estaré

en un 99,5% ionizada.,

Metcalf (102) y Asperen (103} usando combinaciones de sustratos e inhihi-
dores demostreron en insectos (abejns,moscas,y cucarachas ] que contenfan:
aJuna AChE.cuyas propiedades en muchos aspectos son iguales a la de los
mamiferos,b) una aliesterasa_que es 1dbil e insensible & ia eserina pero
sensible a los 0P,c) una esteresa eronética gue es insensibtle a la eserina
y 8 los GP y estd preferentemente en el cuerpo y no en la cabeza de le
abeja y cucaracha,

Si se requiere hacer estudios de inhibipidn con algdn grado de especi-
ficicad no se podrfan user sustretos aromdticos pués les tres enzimas
podrfan hidrolizar ésteres sromdticos,

Traﬁajos de ven Asperen y Cppenoorth (104) conciuyen que les aliesterasas
no son un factor importante en el envenenamiento por CP, .

Otros mostraron que la aliesterasa se inhibfa con TOCP y no afectaba a

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

El TAOCP usedo a una dosis de 9uU ug/mosca no afecteba la ChE (1luS5).
Probablemeﬁte la razén porque se inhibe tan repidcmente la aliesterasa

en mosca sea que estd en un 96% fuera del SN y por lo tanto més dispo-
nible para la inhibicién,en.contraste al 91% de la ChE que esté dentro

del SN (105). X
Paera buscar la ceusa de muerte precisa de los insectos por los OP a
través de observaciones realizadas en.insectos se deba décidir primero:
!a] qué es muerte,y b) qué tipo de datos pueden establecer su causa,

Con los insectos el criterio de muerte amenudo usado es la ausencia de
movimiento esponténeo o inducido (ese estado puede representer una
pardélisis por lo que no es un buen criterio).Otro serfa el cese res-
piretorio medido cocmo consumo de oxfIgeno pero en este caso puede ser cue-

los tejidos continden respirendo ain cuando el orgenismo como un todo

esté muerto.
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Si la lesidn primaria es inhibicién de una enzima,ésto conduce mediata

o inmediatamente a la lesién tafminal (1a que también serfa biocufmica
si el cese respiratorio fuera el criterio).

Entre la lesién primeria y la terminal habréd en la cadena causel numero-
sos pasos, por ej. en mamfferos la lesién primeria es la inhibicién de
la AChE,y esto lleva a dos causas fisiolégices: blogueo nervioso y falla
"en el aparato respiratorio, luego anoxia y finalmente la muerte .

En insectos todavia no esté acleredo la sucesién de pasos en la cedena

causal que conduce a le muerte por compuestos OP ni carbamatos,

XI) LA VINCHUCA Y LA CRFERVEDAD DE CHIGAS=MAZZA,

CDMd todos los insectos el cuerpo de la vinchuca estd compuesto de tres
regiones :cabeza,tdrax y abdomen., Exteriormente se pusée observer gue en
la cebeza posee los 6rganos sensorielces,en el térax estén insertzdos

los 6rganos loccnotcres y en el abdomen,el eperato reproductor y las
aherturaes respirctorias (espiréculos).

La cabeza es alargeda,fusiforme en le mayprfa de las especies.Posee un
par de ojos compuestos,gue son globoso& y salientes,unpar de ojos simples
(ocelosj y un par de entenas que son los 6rgenos receptores de sensasiones.
Como continuacidn del extreno anterior de la cabeza pero normalmente ple-
gado .sobre la perte inferior,se aobserva una especie de pico recto,denani-
nado rostiro,el cue es tan largo como la longitud totel de lz cebeza,

En la care ventral cel térax se inserten les patas cue son delgades y.re-
lativamente largos.Gran perte del dorso del abdomen esté& cubierto por las
ales,ueda descubierto el conexivo,que es el reborcde aue rodea el abdemen
y se cdestece por mostrar mancha transversales cleras.

La vinnhuca es un hemiptero de la familia de los Reddvidos cue se cerec-
teriza entre otras cosas por tener su rostro recto,corto y dividido en
tres segmentos,

Hoy més de un ccntenar‘de especies de vinchuces de ellas,16 habitan en

nuestro pafs,pero no todss tienen impertancia epidenioldégica en la
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transmicidn del Tryonnosona cruzi,que es un porédsito unicelular microscéd-

plco,agente causal de la Enfermedad de Cheges—iazza,

Un grupo de especies tiena hé&bitos silvestres y ©s vector del tripenoso-
ma enére los momfferos salvajes.Otro grupo suele invadir la zona perido-
miciliarie,estableciéndose en gullineros,corrales,cenejeras,etcise ali-
mentan sobre los enimales camésticos,participando en la tramsmisién del
perésito al perro,gato y otros memf{feros cue se crfan cerca de las vivien-
das :estas cspecies de vinchgcas estén muy cerca del hombre,pero no llegan
a invadir sus viviendas y por lo taénto no se elimentan sabre 61 ni le
transmiten la enfermeded,

Em nuestro pais hay una sola especie de vinchuca cque convive habitualmen—
te con el horbre én el interior de las viviendes y se alimenta con su

sangre: es el Triatoma infrstrens llemado popularmente chinche gaucha o

simplemente vinchuca, En esta especie se han llevado a cabo los estudios
del presente trabzjo.
Les vinchuces se reproducen por huevd.La hembra pone hasta 2C0 huevos en
su vida,que son de forma elfptica y de color blenco cuando son recién
puestos. Luego este color va cembizndo a rosado ai adelantaf el desarro-
llo del embridn cuya evolucién completa depende de la temperatura , 15
dfas en Optimas conciciones de.laboratofio y hesta 50 dfas en la netura-
leza.Los huevos son depositados en zonas ocultas, Descde que sele del huevo
hasta que alcanza el estndo zdulto,el insecto experimenta une seric de
transformaciones (metamorfosis holomorfa),que tiens una duracién varieble
. en'relacién con la temperetbra,la humedad y la alimentacién,
Al nacer,el insecto: tiene unos 3 mm de largo y es parecido al adulto pero
carece ce elas y no estd diferenciadn sexuslmente. Unas semanas después
esta ninfa I muda de piel y eumenta de temafio pero sigue carecicndo de
dlas,estas mudes se repiten en ndarro de cinco,y cada una de ellas ca
origen & una ninfa cada vez moyor.Con la Jltima muda aparccen lns elzs
y el insecto acouicre su aspecto definitivo de adulto con lz correspondien-
te diferenciacién sexuel, Todo este proceso dura alrededor ce 7 meses en
condiciones éptimas,la vida del insecto adulto es de unos 15 meses,

El adulto mice 2,5 cm 6 3 cmn de lorgo,siendo el macho elgo menor que la

hembra.la vinchuca es hemetéfega desde que noce y o través de todas les
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etapos de su desarrollo. Se alimenta exclusivanente sobre animcles de
sangre celiente. Lea vinchuca adulte puede chupar hasta 0,5 ml de sangre
por vez,pero la resistencia el ayuno es noteble,la ninfa del primer
estadio puede vivir hasta 3 meses sin alimentarse y 1a méxima resisten-
cia se encuentra en las ninfas del quinto estadiog quienes pueden sapor-

ter hzsta 200 dfes de eyunao.

e

La vinchuca originariamente no esté.infectada con el Tripenosona cruz
se infecta cuando chupa sengre de una persona o animal ya infectado, junto
con la sengre ingiere los tripanosomas,que luego se multiplican en el
pparato digestivo del insecto y salen en los deyecciones,que se constitu
yen por lo tanto en el vehfculo de la infecciébn.

La Enfermedad ds dhngaS-Mezza o Tripanosominsis Americana se extiende én
Anérica desde el pafalelo 42°% N hasta el 45° S,en donde existen 30 millones
de personas infectedas de los cuales 5«8 millanes tienen daro cardfaco
permanente. En nuestro pais constituye uno de los principeles problemas
de salud pdblica,ya aque se conocen 2;5 millones de personas infectades

de las cuales 500,000 tienen cémplicaciones cardfacas.

La Enfermecdad de Chages-Mazza es primsriamente una enfermedad rural y
asociada a condiciones de pobreza,la infeccién humana puede provenir

por contacto directo con la heces de vinchucas infectadas,ingestién o
aliqentos contaminados,bebiendo leche de animales infectados,por trens-
fusiones sanguiﬁeas o en forma congénita.' *

Todas las formas ninfales del insecto y embos sexos puecden transmitir Ia
!enfermedad 20 dfes después de haber picado a un animal infectado.

Los hombres infectados por el tripanosoma permanecerdn toda su vida
disminuidos ya oue no se conoce adn cura ni proteccién inmunoldgicg.

Por lo tento la imnortancie de les investigaciones sobre el véctor no
necesita mayor aclaracidn. Lo mismo ocurre,naturalmente,con las investi-
gacionas sobre sustoncias capeces de eliminer al vector., Un Cocmité de
Especialistss internscionales en el Informe técnico N° 2C2 el sofio 1960
perteneciente a la Serie de Informes Técnicos de la CiiS,concluyen cue

los prch!emes mds indicedos para su investigzcidn en este caso son:
a)Estudios sobre le fisiologfe y le biccuirica de los hemipteros trencmis
sores,coro fuente de informacidn Util para su control y b)Pruebas sistemdéds

ticas de nuevos inoecticidns'o ye conucidns,pero no prob:dos atn,
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OBJETIVOS DE ETTE TRARAJD

Como propfsito general,esta Tesls pretende caracterizar el sistema

colinesterdsico del Triatcma infestans (vinchuca) y estudiar su inhibicién

dentro del proceso de intoxicecidén del insecto con insecticidas orgaeno-
fosforados.
Los objetivos prcpuestos permitiré&n conocer con mayor detalle la
lesi6én bioquimicea primeria producida por los mencionados insecticidas
en la vinchuca,vector de la enfermedad de Chagas-Mezza,cuyo efectivo
control qufmico posibiliterd reducir drésticamente la endemia cuyas
térribles‘consecpencies para el pafs son ampliemente conocidas.,
En lo particular,io; prop8sitos de este trabajo son:
a) Aislacién y solubilizacién de la actividod colinesterdsica de cabeza
de vinchuca . .
b) Purificaci6n parciael de la enzima responseble de la activided
acetilcolinesterdsica con criterio téxicoldgico. Es decir,no llevar
el proceso de purificacién hasta un muy buen nivel biogqufmico,sino
buscer la eliminecién de componentes indeseables como pueden ser otras
esterasas,l{pidos,eventuales inhibidores endéfgencs,etc. dentro de un
enriquecimiento discreto de la actividad especifica frente al sustrato
acetiltiocoline.
c) Caracterizacién de le enzima aislada y purificada frente a-:
temperatura,pH,activadores,inhibidores,sustratos,estabilidad térmica,

, rcomportamiento electroforééico en gel'de poliacrilamida,y obtencidén
de 1los paré&metros cinéticos caracterfsticos KM y Vﬁéx frente a los
sustratos ecetiltiocolina y butiriltiocolina,
d) Estudio de la susceptibilided de la enzima aislada y purificada a
compuestos organofosforados,obteniendo las constantes bimoleculares de
la reaccidn de inhibicidn ki para el Paraoxon,Malaaoxon,y DDVP. Se 1ntenta
vincular 1z accibn té6xica sobre los insectos de estos compuestos determi-
nada a través de las correspondientes LDSU con las respectives potencias

anticolinesterésicas determinedas a través de las ki de los fosfatos in

vitro.
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PALTE EXPERTLENTAL 3

MATERTALES Y METCOUS

I) MATELIAL [ TOLOGICO: Se utilizaron ejemplares de Triatoma infrstans

(Klug) (vinchucas) de una colonia criada y mantenida en nuestra labo-
ratorio (librgs de Tripenosoma cruzi) desde el afno 1574 y formade &
partir de ejemplares silvestres y del Insecterio del Instituto del
Diagndstico y Tratamiento del Mal de Chagas "Dr. Mario Fetala Chaven",
yuestro Insectario mantiene exactamente las condiciones de tempera
tura y humedad reletiva ambiente (HRA) en 30° y 70% respectivamente,
tanto para los huevos como para las cinco formas ninfales y los insectos
adul tos.,

En los casos en que fue necesserio ée identificarbn los distintos estadios
larvales segun caracteristices standardizedas en nuestro laboratorio. |
Las condiciones standard de crienze y mantenimiento del Insectario per- .

miten mayor precisién en los ensayos biolégicos,

II) OBTENCION DE LA ACETILCDLINESTEHASA DE GCABEZA DE TRIATOMA INFESTANS

II a) DISECCION: Se separd la cabeza de las ninfas y edultos prevismen-

te congeledes a =16°,por medio de pinzes de diseccién con el fin de =se-
gurar le obtencién de los gengliqs.supra e infraesofégicos pertenecien-

tes al SNC del insecto.El ganglio supraesofdgico es el Earebro del insec-
to como ya fuera descripto en la Seccién correspondiente de la Introduccidn,
Las cebezas fueron usedss immediatamente o fueron elmacenadas por cortos
perIodoé de tiempo en congeladora a =4° hasta el momento de ser usadas.

II b) HOMCGENIZACION: Las cabezas obtenidas fueron seccionsdas al nivel

de los ojos compuestos por medio de tijeras de diseccién y luego separa.
das les antenas y el rostro en cada caso.Se colocaron en tubo de vidrio
del homogenizador previamente enfriado en hielo.Se ensayeron distintos
medios de homogenizacién que se describirédn en cada caso.

Se utilizé un homogenizador Sorvell,modelo Omni Mixer 171u6 con "pestle"
de teflan para tubtos de 5 ml de capacidad.

El homogenato asf obtenido se filtrd por lana de vidrio,reteniéndose
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los rectos ouitinosos de les cebezas. El1 filtrado constituyd en cada caso
la correspondiente fraccién crude del preparado colinesterédsico de cabe-
za de vinchucas.

II c} PURIFICACICN DE LA COLINESTERASA DE CAREZA DE TRIATOMA INFESTANS,

Se utilizeron entre 0,8 y 1,0 gr de cebezas de insectos adultos cortadas
como se iﬁdicé;y se colocsran en tubo de homogenizador con ClNa U,5 M

en buffer fosfatos 0,02M pH:7,2 (70 mg de cabezes/ml ). |
Se cortan lss cabezas con*tijera de diseccifn por la mitad para favore
cer la destrucci6n de la quitina y la posterior homogenizacidn del mate-
rial en el Omni Mixer., Se homogenizaron en frip y se filtraron por lena
de vidrio, el filtrado fue la freccién cruda. |

Se midié el volumen de la freccién cruda que fue tomedo como el volumen
de referencia y se guardd una alicuota para la determiﬁacién de acti-
vidad enzim8tica y de protefnas. .

La fraccién crude se centrifugé a 13.800 g durante 30 minutos en una
centrffuga Sorvall Superspeed S55-3 automdtica instalada en cémera frfa,
5e separaron el sobrenadente i y el pellet I, E1 pellet I se tomé con
0,5 volumenes de DOC 15 mM en buffer fosfatos 0,02M pH:7,2 y se 1o homo
geniz6 dejédncolo por una hara e temperetura embiente para favorecer la
solubilided de las enzimas de membrana. Al cabo de ese tiempo se midié

el .volumen de le fraccifn y se guerdS una alfcuota pera medir actividad
enzimdtica y protefnas. ’

El sobrenadante I cuyo volumen fue medido tambien se lo guerddé en frfo

/ péra medir luego ectividad enziméticé y protefneas.

El pellet I resuspbndido.y homogenizado se lo centrifugd a 10.000 g
durante 20 minutos,y se obtuvieron asf el sobrenadante II y el pellet II,
Se midié el volumen del sobrenadonte II y se guard$ una alicuota pere
‘determinar proteinas y medir actividaed enzimédtica.

Al pellet II se lo resuspendid en un volimen iguel al sobrenadante II

de DCC 15 mM en tuffer fosfatos G,02M pH:?,é y se lo guerdé en frio
hasta la determinacién de actividad enzimética y protelnas.

Al sobrenedante II se lo llevd a 10% de saturaecién con sulfato de emanio
sdlido,cuidando en 8l agregado aue no se produjeran concentraciones

locales altas y trabanjendo siempre en hielo. Se lo dejd 3u minutos
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en beafo de hielo para elcanzer el equilibrio de solubilidad y se lo
centrifugd en frio a 10.000 g durante 20 minutos, Luego de &sto se
obtuvieron el sobrenadante III y el pellet III . Se midié el volumen

del sobrenadante III y se guarcd$ una elfcuota para la posterior medi-
cibén de actividad enzimétice y de protefnas. El pellet III se resuspen
did en.un volumen iguel el del scbrenadante III de DOC 15 mM en buffer
fosfatos 0,02M pH:7,2 y se 1o guardd en frfo para la posterior medicién
de la activided enzimdtica y de proteinas.

El sobrenadante III se lo diluyé con iguel volumen de ague destileda
para disminuir su densidad y luego fue llevado a 30% de concentracidn
con acetona. El aoregaedo de la acetona previamente énfriadg a 715°

se hizo lentamente y tratando de eviter en todo momento la produccién

" de concentraciones locales altas. Se homogeniz8 muy bien la solucién
resul tante y se'lo mantuvo en congeladora durente una noche, Luego se
centrifugs a 18.800 g durante 30 minutos,obteniéndose un sobrenadants IV
y un pellet IV . Se midid el volymen del sobrenadante IV y se lo guerd6
en frfo paere la medicién de la actividad enzim&tica y protefnes.

El pellet IV se lo resuspendié en 0,17 volimenes de ClNa O0,5M en buffer
fosfatos 0,02M pH:7,2. Se midid la actividsd enzimédtica en esta Fraccidn
purificeda y su contenido proteico,

Esauema del proceso ce purificecidn:

CRUCO
18,800 g/30 min.
P(I) s (1)
DOC-buffer
10.000 2/20 min,
S (11) ‘[', ' > p (II)

o o ] [
A 10% oOa(NHaJZ(JG mg/ml )
10,CC0 g/20 min,
S (I11)= » P (III)

A 30% ACﬁtona
18,800 g/30 min,
s (1v) P (Iv) fraccién purificada

(en 0,17 voldmenes)
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II d} ELECTROFORESGIS EN GEL DE PULIACﬂiLAuIDA

Para las corridas electroforéticas se utilizé uné fuantg de poder

Bio Rad modelo 5UU y una celda electroforétice Bio Rad modelo 15u A
circular de acrflico .con camisa de circulacién de agua y 12 slojamientos
para tubos de 12,5 cm de largo y 0,7 cm de didmetro externo o para tubos
de 7 cm de largo y 0,7 cm de didmetro externo .

. Los geles fueron preparadaos con acrilamida (mondmeroj,bisacrilamida
(comonémero], temed (aceleredor),persulfeto de emonio (catazlizador) y
Tris de Merck. Las soluciones stock para le preparacién de los geles se
llevé a cabo segin Davis B.J. Am.N.Y.Acad.Sc.,121,4ul,1964,
Las.§oluciones stock se filtraron y se glmecenaron en frascqs de vidrio
color-caramelo.en refrigerador a 4°,sirviendg de .esta manera por varios

meses.

Solucién stock At ClH 1N : 48 ml
Tris  : 36,6 gr
TEMED s 0,23 ml
Agua dest., : csp 100 ml
pH: 8,9
Solucién stock C: Acrilamida ; 28,0 gr
Bisacrilemida:0,735 gr
Agua dest, : 100 ml
Para realizer el gel de corrida,se prepar§ la solucién de trabajo en
el dia de la siguiente forma : | .

Solucién de Trobajo pera gel de corrida de 7% de acrilamido:

Solucién A 3 1 volumen

.Solucién C ¢ 2 volumenes SOLUCION DE PORO CHICO

Agua dest, : 1 volumen (1)
pH: 8,9 (8,8-9,0)

Persulfato de Amonio:0,14 gr SCGLUCION CGE PORO CHICO
Agua dest. ¢ 100 ml . (11)
Se combinan iguales voldmenes de las soluciones (I) y (II) y se vierten

en los tubos de vidrio para electroforesis,
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Prepoeracién de gel de poro grueso:

Solucién stock B: Soluciébn stock D:
ClH 1IN : 48 ml Acrilemida : 10 gr
Tris & 5,98 gr Bisacrilamidgq:2,5 gr

TEMED : 0,46 ml Agua dest.: 100 ml
Agua dest. : csp 100 ml .

pH:;6,7

Solucién stock E : Solucidn stock F
Riboflavina : 4 mg Sacarosa : 40 gr
Ague dest. : 100 ml Agua dest. : 100 ml

El gel de poro grueso se prepara mezclando:
1 parte de B + 2 partes de D & 1 parte de E + 4 pertes de F
'Se vierte sobre el gel de poro fino polimerizedo y se inicia la

.

fotocatélisis iluminendo los tubos por medio de tubos fluorescentes.

Preparacién de los geles:

Los tubos de electroforésis son lavados perfectamente con Extran con
el fin de desengrasarlos y luego fueron enjuagados con abundante agua
destilada ,se los secd 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" vy sellos colocd en -el rack pera gélificacidn cuidando que
gquedaran nivelados respecto a la mesa con los tornillos niveladores.
Asf dispuesfos los tubos,ée procede.a llenarlos con la solucién de
.trabajo recién preparadé. Para los tubos de 7 cm de largo,se’'los llené
con 1,5 ml cada uno.Al cebo de 30 min., o 60 min.,segdn el estado del
catalizador (persulfato de amonio) se gelifica la poliacrilémida dentro
" de los tubos.

Antes gue gelificaren se les agregd una gota de agua en la perte supe-
rior de cada gel con cuidado de no remover la solucién de acrilamida,
con el fin de logrsr una superficie suave y lisa el gelificar,y que el
menlisco se formara sobre la gota de agua y no sobre el gel.Esto permi-

te una mejor corrida de les bandas proteicas y una mejor resolucién en

el gel.
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Después de gelificados,los tubos se invirtieron sobre pepel absorbente
secdndose su interjor para queder listos para su usc o previo agregado
del gel de poro grueso. -

Preparacién del Buffer stock de corrida:

TRIS : 6,0 gr
Glicina :28,8 gr
.Agua.dest. s cspllt

pH: 8,3
Se debe envesar en frasco color caramelo y a 4° para una duracién Ae varios
meses.,
La solgcidn-stock del buffer.se diluy6 1/10 antes de ser usada en los
compar timentos .electrédicos, | | | .
'Se pueden correr hasta 12 muestras con 500 ml de buffer di;u1do 1/10 antes
de ser descarteado,
Jamds se deben mezclar después de una corrida el buffer del compartimento
anddico con el del catédico.

Preparacién de las muestras:

tas fracciones crudas o purificades de hamogenatos de cabezas de nuestras
vinchucas se obtuvieron con DOC 15 mM en buffer fosfatos pH:?7,2 0,02M,

y se centrifugaron a 10.800 g por 3u min,

Estos sobrenadantes fueron mezclados con una solucién de sacarosa 40% :
para éumentar su densidad antes de ser sembrados sobre los geles de corri-
da. Se sembraron muesiras de una concentracién final de sacarosa entre
10-30% y que contenfan a razén de 2,5 cabezas de vinchucas.ppr gel,

Corrida electroforética:

Se colocaron los tubos con los geles en los alojamientos correqundientes
en la cuba eiectroforética y se llenaron con el buffer 1/10 el recipiente
inferior(anédico) y el recipiente superior{catédico).

Se cuidd que no quederan burtujes de aire en la parte inferior de.los
geles,para la cual se les colocé una gota de buffer después de sacarles
las gomitas nue los tapeba y antes de sumergirlos en el buffer de la celda

anfdica.
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Asi dispuestos,se procedié a sembrar las muestras que habfan sido pre-
viamente preparadas,no sembraﬁdo més de 0,2 mg dé protefnas por gel.

La siembra se hizo con microjeringa Hamilton de 50 ul a través dsl
buffer de la celda catddica. Las muestras guedaron- directamente sobre el
gel de corrida debido a que se aument6 la densided por la sacaraosa,

Como colorante trazador se agregé 2 ml de Azul de bromo fenol(0,001%)
_en el recipiente catddico(-),0 bien una gota de ABFenol mezclada con
cada muestra individualmente. El ABFenol tifie a la Albumina ( que es

la fraccidn proteica de mayor movilided electrofaorética) y el colorante
libre correréd adelante solo.

Se concctd lo celda a la fuente de poder con el .polo (-) erriba y el polo(+)
abaja y se aplicaron 2 mA por tubo hasta gue la muestras entraran en gel,
luego se aplicé S mA por tubo y se trabajé a corriente constente en con--
diciones de refrigeracidn para evitar inac%ivacidn de.la enzima por el
calor producido por efecto Joule,

La corrida se interrumpid cuando el colorante ABFenol llegé s 5 mm del

extremo inferior del gel.

Tincién para protefnas de los geles después del deserrollo electrofaorético:
Los geles fueron extrafdos de los tubos de la siguiente forma: |

Se inyect§ agua entre la pared interna del tubo y el gel por medio de una
aguja y una jeringa,lubricdndose de esta forma el gel que se desliz6
suavemente al retirar la eguja sin que se le hubiera provocado dafio alguno.
£l fnbelado de proteinas se realiz® con ura solucién formeda pof:

Amido Schwartz: 1 gr

Acido acético 7%¢ 100 ml

Los geles se sumergieron en la solucidn de tiancién por 30 min,, luego de
lo cual se recuperd el colorante y se lavaron los geles con agua de la
canille por unos minutos,.

La decoloracidn ce los geies se llevd a cebo en Acético 7%,reemplazando

la solucifn frecuentemente para acelerar la daecolorecién que puede llevar
dos o tres dies.

Una alternative interesante fue llevar a cabo la decoloracién slectrofo-

réticemente,colocendo los geles en los tubos de decoloracidn aue son de
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un didmetro inmterno meyor a los tubos de corride,tal que permiten la
entrecda de los geles.lLa perte inferior de estos tubos estd semicerrads
de modo que los geles no caen,pero permite & su vez la comunicacidn con
la solucidn del recipiente anédice (+). .
Se coloch solucidn de acético 7% en ambos recipientes electréddicos y se
conectd a'la fuente a corriente ccnstante,S'mA por tubo y al cabo de

45 minutos se termind le decoloracién,habiendo pasado el colorante n la

celda snédica,

Revelado de la Actividad colinesterésica en los geles:

Método I: Se utilizd une zdeptacidén de la técnica de Koelle modificada
por Tsuji (106 }. '

Procedimiento:l)'Se preincubaron los geles extrafdos de los tubos después

de la corride electroforétice en la solucién buffer de reveiado parea
acoﬁdicionarlos-él pH de revelado de la sctividad enzimética. .
Le preincubacién se hizo por 30 min. cembiando el buffer eceteto 0,1M
pH: 5=-6, dos o tres veces,
2) Se incubaron los geles en Qne solucidén formeda por:
Solucién de Cobtre-Glicina: 1 ml
( 3,75 gr de glicina, 2,50 gr de sulfato de cobre y 100 ml de agua dest, )
Etanol absoluto: 1 ml '
Buffer acetato 0U,1M pH: 5-6 = 8 ml
Ioddro de ATC : 30 mg

o
}oduro de BTC ¢ 40 mg
Se disolviéd el 1 ATC o el I BTC en unas gotas de sgua dest. y se le egre-
g6 la mezcla de solucién ce Cobre-Glicinat+Etanol abs,.+Buffer Acetato.
Se incubaron los geles en esta solucién en beno termostetizedo a 3b°
durante 4 horas. Al cabo de este tiempo eparecid una benda blance de pre-
cipitado cuproso del complejo ioduro de cobre-tiocolina,en el lugsr donde
migré la enzima,

3) Se procedi6 a laver los gele: en buffer acetato 0,1M pH 5-6 durante

una hora.
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4) E1 reveledo se 1levé a cabo en solucidn de Ferricienuro de potasio 3%
durante 15 min.,apareciendo bandas marrones de ectividad enzimdtica, o en
solucién de sulfuro de aronio diluido,durante 1 min. en cuyo caso les bandas
‘aperecieron color perdes o negreas,

5) Se ;avaron los geles muy bien con egua y se guardan con agua en tubos

de ensayo tapadcs para evitar que se secuen y distorsionen . ,
‘Método II: Se utilizé una adaptecién de la técnica de Booth y Metcalf (107

que utilizen la solucién de Gomori G. ( 108 ),

Erocpdimiento:

Solucidén stock: SUaCu.SHZO : 0,3 gr

Glicina : 0,375 gr

C12Mg;6326 : l,OIQr

Acido Maleico: 1,75 gr
OHNa 1N ¢ 30,0 ml
H?U dest., : 170,0 ml
pH: 6 (controler con pHmetro)

Solucién de incubacidn:
Se pesaron 20 mg de I ATC y se disolvieron en unes gotas de agua y se le
agregé 10 ml de le solucidn stock,
Uqa alternative fue usar PTA,80 mg disueltos en 3 ml de acetona o alcohol
absoluta y lueco agregerle 27 ml de la solucldn stock para dar una suspen-
sidn lechosa.
1) Se preincubaron los geles durante 30 min. en la solucién stock.
2) Ge incubaron en la solucién de incubecibn durente 4 horas,
3) Se lavaron los gelescon agua durante 1 hora,
4) Se incubaron en una solucidn de sulfuro de amonio eamarillo diluida en
720% dé etanoi,lo que mejord la penetracidén eﬁ el gel vy aparécieron las
bandes de actividad de color pardo o negro.
5) Se lavaron los geles en agua y se guardaron eﬁ tubos de ensayo'con equa
y bien tepados.
Método III: Se utilizé una adaptacidén de la técnica de Jemeson et al,( 109 }
Utilizo como sustrato el £Naftil Aceteto (aNA) que se copula con el Fast

Blue RA y revela actividad esterdsica en general,
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Procedimiento:

1) Se preincuberon los geles durante 30 min, en solucion buffer Tris-ClH
0,2M pH 7,0
2) Se incuberon en una solucién formade por:
alfa-Naftil Aceteto(Sigma Chem,Co,) : 4 mg
' k.tenol absoluto : 1 ml

Buffer Tris-ClH 0,24 pH: 7,0 $ 9 ml

. Fast Blue B (Sigma) : 10 mg
La solucifn se preparé en el momento de proceder a reveler pues de lo
contrario se obscurece.El alfe naftil acetato se disolvié en el etanol
absoluto y el fast blue B en el buffer y luego se mezclaron, .
Se incﬁbaron 165 geles en esta solucién durante una hore en beafio termos-
tético e 3009, |
3) Se lavaron los geles con solucién de &cido acético‘lS% (v/v) durante
15 min,

4) Se almacenaron los geles en acético 2%.

Inhibicién de le activided colinesterd&sica en gel:

En todos los casos y utilizando cualquieré de los métodos de revelacién,
para llevar a cebo inhibicién enzimética,se procedid a agregar €l o los
inhibidores en la concentracidén reﬁuerida tanto en los medios ds preincu-
baci6n como en las soluciones de incubacién,a la misma concentracidén en
ambos casos.

) -5 -5 .
Se usaron como inhibidores Eserina 10 M y Paraoxon 10 M de concentracién

final. .
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III) HKEDICIUN DE LA ACTIVINAD COLINESTERASICA

III a) METCULO CINETICU ESPEGTHUFO?OMETHICO

Se uti}izd un espectrofotdmetro UV-visible varian 634 de doble haz,con
un registrador Varian Modelo 20 acopledo, Se usaron celdas de cuzrzo de
0,5 cm de paso dptico. Se eplicd una adaptacidn del método de Ellman ( 110 ).
Se utilizéfon los siguientes reactivos: écido 5,5' ditiobis~2-nitrobenzoico |
(DTNB). o reactivo de Ellman (Aldrich},ioduro de ATC {Fluka),ioduro de
BTC (Sigma),tiopropionato de etilo (TPE) (Aldrich),feniltiocaceteto (PTA)
fue sintetizado en el laboratorio segun Booth y Metcalf R,L. Science 170,
455,1970b). Se tomaron 5 ml de tiofenol(Benceno-tiol) y se enfrieron
en bafio de hielo,Qe agregdé lentamente y agitando 7,5 ml de anhidrido
acético. Se dejd en bafo de hielo aproximademente 2 horas y luego a teﬁ-
perature ambiente(por una noche), Se destilé a presién reducida (E-6 mm
de Hg)},intercalando una trempa de UHNa sélido. Se recogieron dos fraccio-
nes,una hasta 70° y otra que destilé entre 80-889,
58 tomduna gota de la segunda fruccidn y se medié el fndice de refraccidén
n22-1,55934. Se tomé esta fraccién con CISCH y se lavé rdpidamente con 1% de
OHNa dos veces. La capa cloroférmica se secé can SOaNa2 anhidro y se
evaporé el Cl_CH en corriente de nitrégenoa, El residuo se destilé a
presién reducida (4~5mm de Hg),y comenzé a destilar a 88°(1a mayor parte
lo hizo a esa temperatura),déstilando el total entre 88°-90°,
Se hizo un control por indice de refraccién que dio: n§2-1,56805
(en bibliografia es n§2=1,5706} y se controlé por TLC con Clac-acetato

+ «de etilo (50:1) y cromatoplécas Merck.de silicagel GF,dando un Rf=0,31
(bibliografia: Rf de tiofénol-O,G?;HF de feniltioacetato=0,38; Rf del
écido tioacético=0,24)
S5e hizo un control bioqufmico del compuesto utilizéndolo como sustreto
de esterasas de sobrenadantes microsomeles de hfgado de rata,y con prepa-
rados de esterasas de huevos de vinchucas y dic una muy buena actividad
enzimitica usando el crondgeno DTNB del método de Ellman,

Finalmente se consider® el producto obtenido como puro.
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Se prepard una solucién de buffer-crcmégeno pesando 10 mg del dcido 5,5"
ditiobis-2-nitrobenzoico en 100 ml de buffer fosfatos 0,2 pH 7,2,

Se conserva a 4° varias semanas y se us$ frasco color caramelo.

La solucidn de iocduro de acetiltiocolina 12 mM se prepard pesando 34,7 mg
en 10 ml de aguam dest.,la solucidn de butiriltiocolina 12 mM se preparé
pesando 38 mg en 10 ml del iodurc de BTC, la solucién de feniltioacetato
20 mM se preparé pesando 30,4 mg en 10 ml de etanol aebsoluto, y se pes6
40 mg ce tiopropicnato de etilo que se disolvieron en unas gotas de etanol
pera luego llevarlo a 10 ml bon agua dest,

Procedimiento:

Se colocd en la celca de cuerzo de 0,5 cm de peso 6ptlco, 1 ml de la solu-
cién de buffer-cromégeno y 0,05 ml de preparado enzimético agregando
““finelmente 0,05 ml del sustrato con lo cual comenzd la reeccién enzimética
que se registré cronometrando la lectura directa del espectrofotémetro o
midiendo las pendientes en el registredor acoplado.

En la celda de referencia se colocé buffer-cromégeno y sustrato,descon-
téndose de esta forma la autohidrﬁlisis del mismo. Se hicieron también

las correcclones debidas a la liberacién de color no especifficas por
conponentes del preparedo enzimdtico,incubendo el tejido en buffer-cramé
geno sin sustrato.

El producto de la reaccién es el anién S5-tio-2-nitrobenzoico gue es alta-
mente coloreado (Em: 13.600 a 412 nm),

Se calculd la actividad de la siguiente forma:

-3
nmoles de sustrato hldrollzado Afbs/min x 1,1 x 10~

Act.= —==—=- min, 13,6

nmoles de sustrato hlﬁrolizedo

Act. especifica e == im—m e e

Definimos UNIDAD ENZIMATICA : la cantided de enzima que hidrolize 1 rmol

de sustrato por minuto a 22° y a pH 7,2 .

IIT b) METGOO CINETICG TITHIYETHICO

Se usS un titrimetro FRadiometer tipo TTT la con escale externa de rango

de pH G,Uo—e,uo(divisiones de la escala:0,0l pH),con un titrigrafo
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acoplado Radioneter tipo SBRt 2/s BU 1 . Se utilizaron un electrodoc de vi-
drio y otro de calaomel y agitaciﬁn magnética,

La solucidn titulante fue OHNa 0,001 N preparada en el dfa con agua bides-
tileda libre de 002,5 partir de una solucidn'valoréda de OHNa O, 1N,

El titulente se debe controlar con una solucién de Ftaleto &cido de pota-
sio. La lectura de pH del aparato fue controlada cada vez con buffer Racio-
‘meter pH 6,5 y buffer ftalato 4cido de potesic pH 4,00, Para el titulente
se utiliz6f una bureta-~jeringa Agla de 0,5 ml,

Procedimiento:

Después de chequear la lectura de los electrodcs con los buffer.menciona-
dos,se colocd en un vaso de vidrio de 10 ml;3 ml de egue y B853ml de pre-
parado enzimético (el pH de los homogenatos_cbudoé en ClNe 0,5¥ es 6,5),

Se colocaron-, electrodos en la soluclién y.se ajustd el titrfgrafo en
prstat programando en el titrimetro las siguientes cdndiciones de opera-
cién: pH final 7,2 ,Proportional band en 0,3 , Range 20° , Deley of shut-cff
en 0o, Selector en: UP-5cale y en el mdédule graficador se ajusta:

Recording en ON,comenzando asf ls pretitulacién es decir llevando la
solucifn enzimética al pH final de la titulacién,

Hecho esto,se debid comprober la posibilidad de liberacidn esponténea de
écido a partir de la solucién enzim&tica,para lo cual se dejd el equipo
unos minutos funcionando. En el casoc en que ocurrid liberacidén de é4cido,

se graficd y luego se dedujo del valor de la actividad enzimdtica en pre-
sencia de sustrato para obtener el valor real,

Después que el titrfgrafo graficd por unos minutos 1las lecturas de la
solucién sin sustrato,se agregé 1 ml de ACh 10-3M en la solucién egitada
magnéticamente, Se barrid la superficie de la solucidn con un suavs flujo
de nitrdgenc para eviter durante la titulecidén cualquier influencia debida
al CUZ . Se dejd el titulador automdtico funcioriando aproximedamente 5 min.
en cada ceso,dependiendo el tiempo de titulacidén de la actividad que se
estuviera midienda,

Durante toda la operacién se puede seguir el agregado de titulente direc-
temente en el pH-metro externo o indirectemente en lse curva del titrigrefo,

not&ndosa inmedisatamente cualcuier anomalfa.
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Célculo de la actividad: La titulacién se hizo con una bursta-jeringa Agla
de G,5 ml y el titulante fue 0,0U0lN,es decir que la ordenada del papel
registrador se recorrid totalmente de 0-100% con el agregado de 0,5 umoles
de OHNa, La ordenada de la curva del titrigrafo indicé en umoles la can-
tidad de OHNa usada en cada caso,en cembio la abcisa indicd el tiempo en
minutos ( velocidad del registrador 10 mm/min, ),

La simple lectura y la correspondiente conversidn dic en cada ceso la

activided colinesterdsica expressda en

nmol de Acido liberedo

Act, =
ct min,

) nmol de 4cido liberado
-Act. especffica = ——
min, x mg de protefna

Iv) CARACTERIZACIGN DE LA ACTIVIDAD COLINESTERASICA

Iva) CURVAS DE ACTIVIHAD-ESPECIFICA vs CCONCENTRACION DE SUSTRATO

Se prepareron soluciones de ATC y BTC de 0,12mM;1,2 mM;12 mi;120 mM y

240 mM con las cuales se cubrieron las concentraciones finales desde 1,09 10-6M
haste 2,18 10-2M de los sustratos mencionados.

Se incubaron las cantidedes edecuadi:s de las soluciones de los sustratos
ATC y BTC con el preparado crudo en solucifn de buffer-cromégeno a 229;
1,00 ml de buffer-cromégeno

0,050 ml de preparado enzimftico

0,050 ml1 de ATC o BTC

Se registré la actividad enzimé&tica por 5 minutos y se calcularon los @
rmoles de sustrato hidrolizadbs/min, x mg de protefnas como.se describiera
bara cada concentracién de susérato,descontando la autohidrélisis de los
sustratos y el blanco de preparado enzimdtico (sin sustrato presente).

De igual manere se procedié con el preparado purificado,el cual se

diluyé breviamente con ClNa 0,5 en buffer fosfetos 0,02M pH 7,2 para que

diera una activided de aproximadamente 0,050 AAbs/min con una concentra-

. -4
cién final de ATC de 5,45 10 WM,
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Lae dilucién del preparado purificado utilizado para su carecterizocidn fue
de 52 ug/100ul de proteinas. |

Finalmente se graficeron las curvas de actividad especifica en nmoles de
sustrato hidrolizado/ﬁin x mg de protefnas vs pS ( logaritmo negativo de
la concentracién moler de sustrato) para los sustratos ATC y 8TC frente

a los preparados crudos y purificados de la AChE de cebeza de vinchuca.

IV b} DETFHMINACICN DE Km¥y de Vmax-°
Se calcularon los valores de 1/v y de 1/S para los sustratos ATC y BTC

para homogenatos crudos y preparados purificados,

Los resultados -se expresaron de scuerdo al métoao de Lineweavar y Burk (111)
y graficamente se calculeron los valoraes de.Kﬁ y ae Vﬁax'
Para los homogenatos crudos se utilizaron eoncentraciones de ATC y de BTC
due fueron desde IU-SM hasta 5,45 lﬂ-aM.en cambio para los preparedos
purificzdos se usaron concentraciones de sustratos desde 5,45 lO-GM hasta

5,45 10”%m.

IV c) CURVAS DE ACTIVIDAD vs pH

Se prepararon una serie de buffer fosfato 0,2M de pH 6,0 hasta pH 9,0 y

se ensayeron con preparados crudos' y purificedos frente & ATC,

Todos los puntos fueron medidos por duplicado agregando la enzima a la
mezcla de sustrato y buffer-cronégenc y midiendo enseguide la actividad
enzimética,la otra serie fue incubada la enzima cor el buffer-cromégeno
por 20 min, antes de agregar gl sustrato (ATC).

Los resultados obtenidos de las dos maneres fueron graficados como activi-
ded porcentual vs pH,considerando como 100% a la actividad a pH 7,2,n0
percibiéndose diferencias.Se usé el método de Ellman ya descripto para ATC.
Las Eurvas de activided vs pH utilizando ACh como sustrato se realizaron .
por el método titrimétrico ya descripto,pera lo cual se procedif de igual
manera a la descripta arriba sdlo que las soluciones de enzime en agua
fueron llevsdas antes de conenzar a medir le actividad a los valores de
pH oue se estudierfan: pH:6,5:6,737,0;7,2:8,0;y 8,6,

Se tuvo muy en cuenta en descontar la autohidrélisis del sustrato (ACh)

sobretodo a velores de pH mayores a 7,2 .
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IV d) CURVAS DE ACTIVIOAD vs TELPCRATUHA

Se incubaron a distintas temperaturas voldmenes medidos (1,0SCml) de
buffer-cromfégeno y sustreto,y una vez termostatizados se agregaron 0,C5Cnl
de hoﬁogenatos crudos o purificados, ée utilizaron celdes termostatizadas
para mantener la temperatura de incubacién durante la medida espectrofoto-
métrica, Las lecturas de actividad enzimética se registraron durante 3 minu-
tos, Los datos finalmente se graficaron como actividad porcentual vs tem-
peratura, tomando como 100% la activided a 50° para los homogenatos crudos

y en el caso de los preparedos purificados el 100% correspondid a la

actividad a 45°.

IV e) TIEMPO DE INAGTIVACION A TEMPERATUHA CUNSTANTE

Los preparacos enziﬁéticos crudos fueron incubados en un baﬁo termos tético
a 5d°,y a tiempos fijos se retiraron alicuotas a las que se les midié la
la actividad frente a ATC y BTC,de la manera que fuera descripta ya pera
el método espectrofotarétrico.

De manera similer se procedié para el preparado'purificado pero la tempe-
ratura de incutacién en el befo termostético fue en este caso de 45°,

Los detos se graficaron como inactivacién porcentual vs tiempo ce incuba-

cién .

Iv f) DETERWINACION DE LA ACTIVIDAD COLINEJTEHA&ICA FRENTE A DISTINTCS

SUSTRATOS,
l,Se-prepareron'soluciones de distintos "é=teres cde colina gque son conocidaos

sustretos de colinesterasas para estudier las distintes afinidades que

presentaban nuestros preparados crudos y purificedos de T.infestans frente
a dichos O=-alquilésteres. La medicidn de la ectividad colinasterégica

para estoé sustratos se llevé a cabo titrimétricamente como ya fuera
descripto.

Preparacién de les soluciones:lU-aM :

cloruroc de ACh (PM: 181,66): 1,82mg/10ml

cloruro de BCh (PM: 2u9,7) ¢ 2,09mg/luUml

ioduro de PCh (PM:287) s 2,87mg/10m1



iodurc de BzCh (PM: 243,6) : 2,43mg/10ml

cloruro de AFMBCH (PM:195,7): 1,96mg/10ml

Se utilizé un hoﬁogenato crudo de una concentracién de 3,3 mg de protefnas/0,3m)
'La mezcla de titulacién estaba compuesta por: 3,7 ml de ague+l ml de sus-

trato 10.3M % 0,3ml de honogenato crudo = S ml

En el caso del preperado purificado se utiliéd una concentrecidén de:

‘63 ug/30ul para estos ensayos,y la mezcla de titulacidn estuvo compuesta

por: 4 ml de egua + 1 ml de sustrato 10-3M + 0,030m1 de enzima purificada= 5ml.
Finalmente se compararon les actividades especificas para cada sustrato

en una concentracién final de 2 10-4M.

V) INHIBICICN "in vitro"

-~V a) PROPIED/ADES DE LOS INHIBIDURES

C?HS 1) Ioduro de tetraetilemorio ( TEA)
- PH: 257
I G H-- ?+ C_H,
B & H Este compuesto pertenece a une serie
25 '

de inhibidores que interfieren con
la unién del sustrato el sitio aniénico de la AChE,
A este grupo pertenecen tambieén compuestos como -el Decemetonio,tetrapropil
eamonio,etc. El nitrégenc cuaternaric ateca el sitio aniénico evitendo la
entreda del sustrato. La reaccifn de TEA con la AChE difiere de le reaccién
entre;la enzima y el sustreto en que no hey reaccién con el sitio artivo-
esterédtico, E1 TEA utilizedo en nuestros experimentos fue sintetizado en
nuestrao laboratorio de le siguiente manera:
0,1 mol de trietilamina en gran exceso de ioduro de etilo fue calentado
e bafio de Marfa durente 1 hora. El exceso de ioduro de etilo se eliminé
a presidn reducide y el productec remenente fue recristalizado de etanol

3 veces, El ioduro de TEA obtenido fue ceracterizado por .punto de_Fusidn.

2) ESERINA (sulfato de eserina 5igma)
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Este tipo de compuesto se une-&al sitio aniénico y al sitio esterético

de la AChE en una reacciféin cualifat1VEmente andloga a la rraccién entre
la enzima y el sustrato . El efecto inhibitorio surge por la relativa
lentitud con que la AChE es regenerada por hidréliéis del complejo inter
medierio, Distintos inhibidores darén diferentes intermediarios y sus
velocidades de hidrélisis determinarén la duracién y la reversibilidad de
"la reaccién .

La eserina.es un ejemplo de inhibidor de accién corta,se une al sitio
esterdtico por su grupo carbamilo y al sitio aniénico por su grupo amino.
la parte catidnica del inhibidor es hidrolizada dejando la enzima carbami-
lada, Luego 8ste es gradualmente hidrolizéda pefo a una velocidad mucho
menor que la hidrdélisis del complejo enzimafabetiiada de la reaccién nor-
mal, Un uso importante de la eserina es en.estudios bioqufmicos e histo-
quimicos,donde sea necesario distinguir reacciones debidas a ChE de les
debidas a otras esterasas "eserina-resistentes".

En ;a maeyor parte de les especies una concentracién de eserina 10-5M

es suficiente para inhibir in vitro toda sctividad colinesterésica.

La eserina es un inhibidor muy potente pero de accién corta y es soluble
en 1fpidos., Tanto les sales de eserina como sus soluciones son oxidebles
por exbosicidn a la luz y al aire, de modo que cualquier solucidén con un
leve tinte rosado de be ser descertada.

J) Fosfatos Orgénicos:

La mayorfa de los organofosfctos reaccioran con la ChE solemente en el sitio
esterétiéo dando una enzima-fosforilada que es extremadamente resistente
a la hidrélisis,lo que significa en definitiva una inhibicién irreversible .
En general la literatura es confusa respecto a si un inhibidor en parti-
cular es irreversible o reversible,lo nue ocurre es cgue en alguna medida
tanto la AChE fosforilada coro la carktemileda se pueden hidrolizer espon-
tdneamente,pero esta velocidaed es en generel extremacdamente lenta y el
efecto fisiolégico de una recuperacidén de ese tipo pucede despreciarse,

En general la AChE fosforilada es més éstabie que la carbamilada,pcro el

gredo de estabilided depende del tipo y fuente de enzima tanto como de la
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naturaleza de los grupos elauilo unidos al fésforo.
4

1-CH —NH 0 0////NH-C3H7-1
11 {l l
\\\\\p-o-P\\\\ IS0-0MPA  (PM:342,4)
1-CH -NH .. NH-C_H, -1

Es un inhibidor irreversible selectivo de la BuChE o pseudo-ChE, Es solu-
ble en agua y suficientemente soluble en lipidos como para poder entrar
en el SNC. Presenta considerable diferencia en las especies en lo que

respecta a su grado de selectividad,

25 \\\9
P=-0- NO PARAGXON (PM:275)

El paraoxon (dietil p-nitrofenil fosfato) es el metabolito activo del
peration (dietil p-nitrofenil fosforofionato).Es un fuerte inhibidor

de la ChE y es muy téxico para mem{feros (LDSu oral en retas = 2,5mg/Kg)
cono para ser empleado pré&cticemente como protector en plantas,eaunque

tiene alta actividad insecticida.

|3H30\\W

P—S-?H-CODCZH5 MAL AOXGN (PM:314)-
i H_- H

CH30 N > 00002 5

'E1 malsoxon { S-(1,2-Di(etoxicarbonil Jetil Jdimetil fosforotiolato ) es el

metabolito activo del melation ( S-(1,2-Di{etoxicerbonil )etil )dimetil
fosforotiolotionato ) y- es un fuerte inhibidor de la ChE,

El melation es el primer insecticida organofosforado conocido con alta
toxicidad selectiva. La LD50 oral en ratas es de 1375 mg/Kg y debe su
baja toxici:dad en memfferos a la accién de carboxiesteresas que hidro-
lizan el grupo carboxiéster. En cambio la actividad esterésica en

;nsectos susceptibles es baja y la bioactivecién (formecién del fosfato

correspondiente) ocurre mds répido en inscctos que en mamfferos.
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CHSO\\\P

P-0CH=CCL,, oowe (Diclorvos,Vapona)
CH,O (Pm: 205

El DDVP (2,2 Diclorovinil dimetilfosfato) es un inhibidor directo de la

- ChE de.una vida medie en agua & pH 7 de aproximadamente 8 horas.

‘La LD50 oral en ratas es 80 mg/Kg, es un insecticida de répido "Knock-down"
y tiéne accién como fumigante pero posee un bajo poder residuél.

En mami{feros es répidamente degradado por pérdida del metilo de lé unién

éster o del vinilo.

4) SKF-525 A (PM: 389)

= B Hs | .
G=C-0=CH,CH~N SKF-525 A (PM:389 )
CH NG_H
o o5
EH
Ly

5

El SKF-525 A (Clorhidrato de 2-Dietilaminoetil-2,2-difenilvalerato) de
Smith Kline & French lLaboratories , es un inhibidor del metabolismo de
drogas que ha sido reportado por Dfaz G&mez y Castro (112) como inhibidor
muy répido ,competitivo y reversible de la ChE de suero de caballo y es
probable que su accifin se deba a la unién en el sitio esterético,

Es muﬁho més afin la seudo-ChE de suero de caballo a la inhibicién por
SKF=525 A quse la AChE de eritrocitos de bovino, | |

5} Nu-683 (PM: 353,3)

CH

0—C-N<: 3
CH3

Br

C_H
6 5
El Nu-683 de Hoffmann-La Roche (Dimetilcarbamato del bromuro de 2-hidroxi

~5-fenll-benzil-Trimetilemonioc} es una sal de amonio cuaternario solu-

ble en egua y esteble t¢rmicamente,
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A diferencia de la eserina el Nu-683 forma un conplejo muy estable con las
ChEs no especificas. La seudo-ChE de plasma humeéo es inhibida 95% por 10-7M.
de Nu-683 y un 25% por 10-9M o en cambio la AChE de eritrocitos humcnaos

es inhibida un 15% cop 10 M de Nu-683.

Pero existen diferencias en las distintes especies en cuanto a la suscep-
tibiiid?d a la inhibici6én por Nu-683 de las dos enzimas,seudo-ChE y la AChE,
(113},

6) Nu-1250 (PM:399,4)

oG
o-8-n -C1

. El Nu-=1250 de Hoffmenn-La Roche (N-p-clorofenil-N-metilcarbamato del
bromuro de m-hidroxifenil trimetilamonio)} es un endlogo de la Prostigmina,
soluble en agua que estd reportado como inhibidor selectivo cde la AChE ,
Sin embargo entre el margen de susceptibilidades a la inhibiciGn de AChE
y seudo-ChE existen muchas diferencias de especie en especie.

Para la AChE de eritrocitos humanos es miles de veces més inhibidor que
para la seudo-ChE de plasma(en tejidos de perro es sélo 20 véces més inhi-
bidor para la AChE que para la seudo-ChE).En eritrocitos humanos la AChE
es inhibida 66% por lO—BM de Nu-1250 mientras que la ChE de plaéma no se
inhibe(lld).,con tejidos da gato no se encontreron diferencias significa-

tivas usando Nu-683 ni con Nu-1250 con los sustratos A MeCh y BzCh (115},
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V b) INHIHICION :E LA ACTIVIDAD [LOLINESTERASICA

Inhibicién por TEA:

Se prepesré una solucién de 0,54,1,285gr en 10 ml de egua y se us6 Ln
volumen de 0,020 ml de esta solucién en un volumen fiéal de 1 ml, lo

gue resultd en une concentracién final de 10 mM de TEA, .

Se incuba;bn: O;DSD ml de homogenato + 0,020 ml de TEA (0,5M) + 0,980ml
de buffer-cromégeno , durante ? min, a 25° y se agregaron 0,050n1 de sus-
trato ATC o BTC 12 mM y se midié la actividad enzimdtica durente 5 min
comg fuera reportado,calculando el porcentaje de inhibicidn por compa-
racibén con un control sin TEA,

Inhibici&n con Eserina:

Ye prepard una solucién de sulfato de eserina 10'“M,3,24 mg. en 100ml de
agua dest. Se incubaron 0,900m1 de buffer-cromdgeno + 0,C50m1 de homoge
nato + 0,100 ml de eserina IU-aM (resultando una concentracién final de
IO-SM) durante 15 min. a 25° y se agregeron 0,050ml1 de sustrato ATC o BTC
12 mM y se midié le actividad enzimdtica durante 5 min,calculando el por-
centeje de inhibicidn por compéracién con un control sin eserina,

Inhibhicién con hu-682;

Se prepard una solucidn 10-2M oue se guard$ en heladera y se repuso cada
dos dfas,39 mg en 10 ml de agua.A partir de esta solucién madre se prepa-
raron otras 10-?M y 10'4m. ée incubaron 0,900n1 de buffer-cranfgenoc +
+ 0,050 ml de homogenato + 0,100 ml de Nu-683 10 M o 10 M (resultando
concentraciones finnles de 10-4M o lO_SM respectivemente},durante 5 min,

« ra 259 y se sgregd 0,050 ml de sustraté ATC o BTC 12 mM y se midid la
actividad enzimética durente 5 min, calculando el porcentaje de inhibicidn
por comparacidén con un control sin Nu-683,

Inhibicién con Nu-=1250:

Se prepar® una solucién madre de Nu-1250 10-2M , pesando 4U mg y disolviénr-
dolos en 1U ml de agua.A partir de elle se prepareron dos soluciones, 10_3M
y 10'4M . Se incubaron; 0,9U0 ml de buffer—cfomdgeno + U,u50 ml de homo-
genato + 0,1UD ml de Nu-1250 10-3M 0 lu-aM (resultando finalmente lu-aM

o 10-5M|en Nu-1250),durante 5 min a 25° y se agregé U,USU ml de sustrato
ATC o BTC 12 mM y se midi6 la activided enzimética duresnte 5 min.,calcu-

lando el porcentaje de inhibicién por comparecidén con un control sin Nu-125U,
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Inhibiciéfn con SKF 525A:

Se preperd una solucién de 10-3M de SKF £25A,38,9 mg en 100 ml de agua
que se guarcdd a 4°, Se incubaron : U,85U ml de buffer-cromégeno + 0,050ml
‘de homogenato + U,05U0 ml de SKF 525A 10-3M (resultando una concentracidn
final de 5 x IU-SM en SKF 525A),durante 5 min, a 25° y se agreg$ 0,050 ml
de sustrato ATC o BTC 12 mM y se midié la actividad enzimdtica durante

5 min, calculando el porcenteje de inhibicién por comparacién con un con-
trol sin SKF 525A ,

Inhibicién con Iso-(1PA:

Se prepard una solucién 10-3M y 3,80 mg en 1U ml de etanol absoluto,

Se incubaron; 0,95u ml ds buffer-cromégeno + 0,USU ml de homogenato + 0,050 ml
de 1s0-OHPA 10 M (resuitgndo finalmente una concentracién de iso-0vPA

-de 5 x 10-5M),durante 5 min, a 25° y se agregé U,US5u ml de sustrato ATC o
BTC 12 mM y se midi6 ls actividad enzimética durante S min.,celculendo

el porcentaje de inhibicién por comparacién con un control sin iso-0MPA,

Inhibicién con Paraoxon:

Se prepard una solucién de Pereoxon 5,6 x 10-3M y 15,3 mg en 10 ml etanocl
absoluto. A partir de esta solucién madre se prepararon otras 10-4M ’ lU-SM
1U-6M y 10—7M. Se incubearon; 0,950 ml cde buffer-cromégeno + U,US5U ml de
homogenato + U,USU ml de Paraoxon (de las soluciones preparadas),durante

2U min, a 30° y se agregd U,uSuU ml de ATC 12 mM y se midié la actividad
enzimética durante 5 min.,caelculendo el porcentaje de inhibicién para cada
concentracién de Pareoxon ensayeda por ccmparacidn.con un control sin
Paraoxon,

Inhibicié&n con KMalooxon:

Se p;eparé una solucidn de Malaoxon lufaM, 15,7 mg en 50 ml de etenol
absoluto. A bartir de esta solucién madre se prepararon solubiones de
10-4M y lU-SM. Se incubaron; O,GSU ml de buffer-cromégeno + 0,u5u ml

de homogensto + U,USU ml de Malsoxon (de las soluciones preparadaé)
durante 15 min, a 3U° y se agregd U,uSu ml de ATC 12 mM y se midié la
activided enzimdtica durante 5 min,,calculendo el porcenteje de inhibi-
cién para cada concentracién de inhibidor ensayada por comparacién con

un control sin Malaoxon,
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Inhikbicidén con DOVP:

Se preparé una soclucién de DDVP IO‘EM, 20,5 mg en 1U ml de agua, A partir
de esta solucibn madre se prepararon otras soluciones: 10—3M,1U-4M y
lu-SM. Se incuberon; u,950 ml de buffer-cromégenc + U,uSU ml de homogena
to + 0,050 ml de DOVP (de las soluciones preparadas.) durante 10 min., a
30° y se agregd 0,050 ml de sustreto ATC 12 mM y se midid la actividad
.enzimética durante 5 min, calculando el porcentaje de inhibicién para

concentracién de inhibidor utilizeda por compseracién con un control sin

DOWP ,

V c) DETERYINACION OE I

La I50 es la concentracién molar de inhibidqr'necésaria para disminuir

la activided enzimdtica a la mitad. -

Primeramente se debe establecer el tiempo de preincubécidn mfnimo que
produzca un méximo de inhibicién en la activided colinesterésica, Para
ellq se incuba el preparado enzimdtico en buffer=cromégeno con una
concentracién de inhibidor fija ( alrededor de IO.SM o 10-7Mj por un rango
de tiempo entre O y 60 min, en un befio a 30°, Al final de cada perfodo

de preincubacién se agrega el sustrato,se mezcla bien y al cebo de un
minuto se comienza a registrar la actividad.,

El parcentaje de inhibicién se celculd de la siguiente fcrma:

{ Atbs/min)sin Inhibidor -~ ( A Abs/min}con Inhibidorx 1600

% Inhibicién =
' ( AAbs/minjsin Inhibidor

Se graficé el % de Inhibicién vs tiempo de preincutacién en minutos:

% Inh.

ot
x

t (min.)
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De esta manera qued$ establecido el tx de preincubacién paré un determi-
nado inhibidor y una dada enzima %rente a un sustrato en particular,

Con este tiempo de preincubacidén (txj,se trabajé para le determinacién

de la 150. El cédlculo de la I50 se efectud gréficamenfe a partir de 3 o

4 medides de inhibicidn realizades con distintas-concentrncionés de inhi-
bidor ceréénas a la que produce un S0% de la actividad enzimé&tica. |

Se graficé %Inhibicién vs pI (-log de la concentracién molar de inhibidor )

calculando los porcentajes de inhibicién en cada caso como se describiera

a un tiempo de preincubacién constante predeterminado,

V d) DETERYINACION DE e s -
La reaccifn entre un inhibidor aorganofosfato y le ChE sigue una cinética
de seudo primer orden,y la velocided de inhibicidn de la ChE es projpor-
cional e la concentracién de inhibidor, .

El enfocue cinético mds simple es suponer que se trata de una reaccidn
bimolecular entre la ACht y el organ&fosfato.

Aldridge ( 116 ) propusoc que la inhibicién irreversible de la AChE por

organofosfatos podrfe representarse de le siguiente manera:

E+ I ——= EI —— EP

I "1 )

E: enzima libre , I: inhitidor , EI: complejo enzima-inhibidor ,

EP: enzima inhibida o fosforilade , ki:constante de velocidad de associa

cién de la enzima al inhibidor , k_1: constante de velocided de disocicién
del complejo EI , kp: constante de velocidad de fosforilecién ,

ki: constante bimolecular de inhibicidén .,

Aldridge pensé que como se tretata de una reaccién bimolecular se podria

obtener una constente de inhibicién de segundo orden de la siguiente

forma:

In A /A 1
k, @ — t— x
1 £ I
: actividad enzim&tice a tiempo cero , At: actividad enzimdtica a tiempo

A
o
t , t: tiempo , I: concentracién de inhibidor .
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Normelmente al graficar 1ln Ao/At vs t se obtienen relaciones lineales
muy buenas para 1o0s oxo derivados de compuestos organofosforados que

se encuentrean en concentraciones muy en exceso respecto a la enzima.

.Procedimientoggprahla determinacién de "ki":

Se prepareron homogenatos de cabeza de virchucas con 10 cabezas de insec-
tos adultos en 2 ml de ClNa 0,5M en buffer fosfatos 0,024 ph 7,2 oue se
filtreron por lena de vidrio.

Se colocaron 0,450 ml de homogenato crudo en un bafio a 3U° y s8 le agre
garon U,USU ml de soluci6én de Triton X-100 10% ( 60mg en 0,6 ml de agua}
con lo cual se tuvo una cancentracién final de Triton X-100 al 1% .

Se tomaron 100 ul de prepar;do enzimético para medir la actividad control
at=20 (AOJ, ¥ se le agregaron 0,95uU ml de buFfer-cromdﬁenb y 0,050 ml
--da ATC 12 mM.

Al resto del homogenato termostatizado a 30°? se le agregé el inhibidor,

4 ul de una solucién 10‘4M y se agitd muy bien para homogenizar,a partir
de ese momento se tomaron los tiempos de inhibicién a concentracién de
inhibidor constante,que resultd finalmente 10.6M para Paraoxon , Malaoxon
y DDVP, En el ceso de preparedos enzimé&ticos purificados se trabajd con
concentraciones de 10—7M para Paraoxon y Malaoxon y de 5x10-7M para DDVP,
A cuatro tiempos fijos por lo menos (que pueden ser: 3,6,9 y .12 minutos)
de incubacidén a 3U° con el inhibidor,se sacaron 100 ul de preparado
enzimético y se midi§ la actividad enzim&tica durante dos minutos, con

lo cual se obtienen los distintos velares de At' -

Se graficé finalmente 1n AO/At vs t para cada compursto ensayado y de

la pendiente de las rectas obtenidas se tiene ki x ( I )y consecuente-~
mente los velores de ki conociendo las concentraciones de inhibidor

utilizadas,

VIj INHIEICION UE tA ACETILCCLINEDLTCEHASA DE CABEZA DE THIATOWMA INFESTANS

IN VIVO .
VI a) DETER JINAGION 8ICRUIZICA DE LA INHIEIGION IN VIVO PUR INTUXICACION

C[JN P "'\-( -"\[IL]N .
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Se prepard una solucién de Paration 0,25 mg/ml en acetona y se aplicé

por tépico 0,05 ul/mg en insectos adul tos machos‘entre 100 y 2C0 mg de
peso y ayunados durante 14 dfas mantenidos a 3u® y a 70% des HRA,

Los 90 insectos tratados se dispusieron en 10 cristalizadores de vidrio
de 10 cm de didmetro a razén de 9 insectos por recipiente,colocando papel
plegado en cada uno de ellos pera facilitar quellos insectos treparan y
.evitar asf contaminacidn eccideqtal de cabezas por contacto con abdémenes .
tobicados; Se preparé un grupo control topicados sélo con el solvente,

A intervalos de 1l hora se separaron 9 insectos al azar y se los congeld
a -16° por 3 min,.,luego de 1o cual se los sometié a lavados con-acetona
para eliminar el insecticida que no hubiera penetrado y luego con agua
para la eliminécidn de la acetona, -

Los insectos se secaron sobre pepal de Filtfo_y se realizaron 3 homogena-
tos (a cada hora) de 3 cabezas cada unc con 0,2 ml de .ClNa 0,5M, Se fil-
traron por lana de vidrio y se incubaron con: 0,950 ml de buffer-cromé
geno + 0,100 ml de homogenato + 0,050 ml de ATC 12 mM para medir la
actividad enzimética.

Los porcentajes de inhibicién se realizaron comparando las medidas de
actividad correspondientes a cada hora exacta después del tratamiento
con la.actividad del grupo control. Se determiné el contenido de protefnas
para cada homogenato de modo de calculer la actividad especifica.

Laos resultadas obtenidos por triplicado fueron evaluados mediante el test
de "Student" utilizando una 6omputadora Hewlett Packard 9810A,

En el andlisis de los datos un p<0,05 demostrd varieciones significativas,

y un p > 0,5 no demostrd veriaciones significetivas.

VI b) DETHERMINACION EN GEL DE POLIACRILAMIDA [E LA INHIBICION IM VIVO

PCR INTOGXICACIGON CUN PARATION

Tres grupos de 15 vinchucas adultes macho de 200 mg de peso prnmndib ayu-
nadas durante 14 dfas y mantenidas a 30° y a 70% de HRA fueron tratacdas
por eplicacién tépica de una solucién de Paration de 0,25 mg/ml a razdén
de 0,05 ul/mg de insecéo.

Al tiempo de errte lus insectos fueron separados en 3 grupos de iS y

tratados segdn se describié en VI a) . Les 1E cabezas se homogenizeron
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en 0,3 ml de DOC 15 mM en buffer fosfatos 0,02M pH 7,2,se dejaron 1 hora

a temperatura ambiente y luegoc se centrifugeron a 10,800 g por 30 min,

El sobrenadante resultante se mezcld en la proporcién de 720 ul + S5U ul

de solucibn de sacerosa 40% y se sembrd sobre el gel de corrida directa-
mente como se describié en II e). De iguael manera se procedid con el grupo
de insectos control. |

Con los térax ce los insectos tratados_y contral se hicieron homogenatos

de 5 t6rax en.O,S ml de DOC'15 mV en buffer fosfatos 0,02 M pH 7,2 v se
dejeron 1 hora a temperetura embiente siendo centrifugacos luego a 10.800 g
durante 3U min, Los sobrenadantes resultantes se mezclaron en le proporcién
200 ul % 100 ul de solucidn de secarosa 40% y se sembrq 100 ul de-esta
mezcla en cada‘gei . Con los térax de los insectos control se procedié.

de igual manera. |

Las condiciones de corrida electroforética fueron las reportedas en II e)
como esi mismo la técnica de revelado de ectividad enzimitica con alfa

naftil acetato .

VI ¢} HISTCPATCLOGIA DE LA INTCXICACION PUR PARATICN

Con el fin de estudiar el dafo en el SNC provocado por la intoxicacién

con Paration en Triatoma infestans y Se utilizaron grupos de ninfas V

obtgnidas de nuestro insectario que fueron expuestes a un film seco

de Paration de iB ug/cm2 y a las 6 horas ﬁe la exposicién se comenzé

a noter claros sfntomas de incoordinecién nerviosa. En ess momento se los
sacrificé.

Se les cort6 las cabezas y se fijaron superficialmente con solucién de
Bouin ( 7u ml de solucién acuosa ssturaeda de &cido pfcrico + 25 ml de
formol 4u% y S ml de &cido acético glaciel) durante 60 minutoé.

Al cnb0~dé ese tiempo y siempre en medio ecuoso y utilizando un microsco-
pio estereoscépico Nikkon mocdelo SMZ-2,se procedid e cuitarles la cutfcula

mediante cortes longitudinales laterales con lo cuel se fecilitd la buena

penetrecién del fijador,dejéndolos en el mismo por 1 hora més.
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58 los sometid luego & un proceso de deéhidratecién sumergiéndolos en
concentraciones crecientes de etanol: 70% , 96% y 100% dejéndolos 10 min.,
en cada uno de ellos. Terminade la deshidratacién se utiliz6 benzol como
lfquido intermediario. durante S min, para embeberlos luego en parafina
fundida 24 horas. Por dltimo se incluyeron en parafina Merck PF:57-6U
orientando la ﬁieza de forme tal que le superficie de corte coincidiera
.con el pleno longitudinel del cerebro,

Seiobtuvieron cortes de 3 micrones utilizando un micrétomo para cortes

eﬁ parafina Reichert, Los cortes fueron coloreadcs por la técnica henato-
xilina-eosina de Mayer ( 117 ).Los tiem;os usedos para la desparafinize-
cidn;hidratacién,coloracidn y pare la posterior ‘hidratacién y moriteje
fueron muy breQes para evitar el dano de los tejicdos,

La secuencia fue: xilol: 20 min; etanol 96%; 7 min; etanol 7u%: 10 min 3
Hemalumbre de Mayer: 10 min ; Ague corrien;e para virer al azul: 20 min;
Eosina: 5 min ; etanol 96%: 1 mini etanol 100%: 1 min ; xilol: 30 seg.
Para la preparacién de la Hemelumbre de Mayer se us® hematoxilina de
George T. Gurr Ltd y para la solucién de eosina 0,1% , eosina amarillenta
de la misma firma comercial,

La observacidén de los preparados histolégicos se realizé con un microscopio
Nikkon modelo SKe y para la obtencién de las microfotograffas se le agre-

gé un equipo fotomicrogréfico automético Nikkon modelo AFM .

VII) EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE LOS COLPUESTOS OSGANOFOSFORADOS

VIIa) CETERMINACION DE LA DUSIS LETAL 50 (LDSU).

Aplicacidn tépica de los téxicos:

Se seleccionaron los insectos cuidadosamente por estadio y peso y en el
caso de los adultos por sexo,peso y eded . Los insectos ayunados durante
7 dfss se inmovilizaron colopéndolos en posicién dorsal en un cepo dise-
nado especiealmente con lolque so facilité le anlicecidn de los téxicos
por tépico. Los insectos fueron pesados al mg con una balanza anelftica

Mettler H-54 ,
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Se prepararon les soluciones de los compuestos UP en acetona de 1s siguiente
manera: DDVP: 3 mQ/ml; 1 mg/ml; 0,33 mg/ml; 0,11 mg/ml pera 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 preperadas con una mi-
crojeringa Hamilton de 5Su ul provista de un "reppiting dispenser" .

La topicecidn se realizd en la parte ventral de los insectos y los controles
se topicaron de igual manera pero sélo con el solvents., Se utilizgron de

4 a 5 vinchiéces por nivel de concentracién de pesticida.

Los cuidedos posteriores al tratemiento fueron : tanto los insectos tra-
tados como los controles se_colocaron enfrascos de vidrio perfectamente
limpids y tapados con una tela de gasa que permite ei inferéambio de aire.
- Todos los frascos tienen en su interior un papsl plegado que permite qus
los insectos se trepen a él, Los frascos debidamente rotulados con las

dosis ensayadas se colocasron en una incubadora a 30° y @& 70% de HRA,en
condiciones que reultaron iguales a las de crianza para nao verlar su
metabolismo . Se observaron los resultaﬁos de mortslidad a 24 horas vy

a 48 horas dando asf por terminada el ensayo .

Aplicacién de los téxicos por inyeccidn intracelomética

Se preperaron soluciones de los téxicos en acetona 5% por ser una concen-
tracién de solvente gue no present® mortalidad de los controles,

Los cémpuestos ensayados se prepararon en concentraciones de 1 mg/ml en
acetona 5% y se inyecteron 0,05 ul/mg de peso.

Los insectos utilizedos fueron machos o ninfes V que fueron inyectados

con una Jeringa Hamilton de 50 ul y una aguja N°3U,

La zona a inyectar es la membrana intersegmgntal entre el cuarto y guinto
segmento esbdominal ventral. Se introdujo la aguja en el costado derecha
del .insecto en la forme lo mé&s baralela posible é la'superficie del cuerpo
y se incorj.oré el insccticida en forma lenta cuidando gue no saliéra he-
molinfa. Las vinchucas se debieron inmovilizar pera este procedimiento

en el cepo toméndolas por el térax.

Se ensayarcn 4 niveles ( 4 concentraciones del compuesto) con 6 u 8
insectos por nivel,procediendo de la menera doscripta con los cuidados

después- del tratamicnto ,
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VIIb) TRATAHTENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Existen varios tratamientos estadfsticos de los resultsdos para eveluar
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 Yilcoxon permite calcular la LD ' ia pendiente

. 5
de la curva y 165 lf{mites de confianza., Usa los datos en sgs unidedes
originales que se grafican en papel de probabilidades 1ogéritmicas (PRUBIT)
los porcentajes de mortalidad en la escala de probabilidades y les dosis

en la escala loguarftmica,

En los casos en que se tuvieron datos de 0% y 100% de mortalided y los
dafos intermedios no alcanzaron pare trazar una recta se recurrid al
método de Weil. La Unica condicién de aplicabiiidad de este. tratamiento

es que la combinacién de resultados en los niveles ensa}ados figuren en

las tablas de Yeil,en caso afirmativo se puede obtener el valor de‘LD5U
con sus lImites inferior y superior..

VIII)} OTBAS CETERLINACIONES

VIIIa) DETERMINACION DE PROTEINAS:

Las protefnas se determinaron por el método de Lowry y colaboredores (120).
Se realizé una curva standard con albdmina de suero humano (sigma) 1 mg/ml,
Se us6 un blanco de reactivos con 1 ml de agua y 4 ml de solucién
alcalina de cobre,se dej§ 10 min a temperatura ambiente y luego se egré-

gé 0,40 ml de reactivo de Folin Ciocalteau diluido 1+2 , y se esper§

30 min, a temperatura ambiente para luego leer a 660 nm en un espectro-

‘fotémetro Varian 634,

VIIIb) CETEAMINACIUN DE LIPIDOS:

Se 1llev® a cebo segdn el Merckotest 3321,se utilizé una solucibn de vai-
nillina 8 mM en &cido fosférico 11 M y se ley$§ a 53u mm en un espectro-

fot&mnetro Verian 634
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RESULTADOS Y DISCUSION

I) Medicidén de la Actividad Colinesterésica

Hoy df{a existen muchos. métodos bioquimicos pera la determinacién de la
ectividad colinesterésica,de utilidad en distintas aplicaciones,

Las diferentes técnicas se pueden clasificar de ecuerdo Ann Silver (121) en:
a) Métodos gasométricos

b) Métodos dependientes del cambio de pH.

c)-Métodos titrimétricos.

d) Métodos colorimétricos y espectrofctcméfricos.

e) Métodos que dosan sustrato remanente.

f) Métoﬁos radiﬁmétricos.

g) Métodos misceléneos,

a) Dentro de estas técnicas la mds usada es-la menométrica de Warburg,cuye
primera aplicacién en ChE fue le pfopuesta por. Ammon R. ( 122). |
A peser de haber sido desarrolleda hace muchos e&fios,es una de las més exactes.
Segdn Augustinsson K.B. (123 ) el error es de + 2% .

El método se basa en le liberecién de 002 gue se produce cuendo el écido
liberado por la hidrélisis enzimética rgacéiona con una solucidén de CDSHNa.

El volumen de 002 producido es ﬁfcporcional a la activided enzimética y

se mide manométricemente., Sus desventsjas consisten en que no.pueden ser
eplicados pera estudios de efectos de pH,ni para efectos de activacidn

por séles por la presencia dei CDaHNa que en alguna medida reduée el

efecto de activacidn,

Esta técnica ha sido ampliemente utilizada y entre les mudltiples modifi-

caciones reportadas une de ellas se adapta a determinaciones en insectos( 12a).

b) La velocided de cembio de pH debide al dcido producido por le hidrélisis
del sustrato se puede registrer electrametricemente ( 125),0 registrado
fotcmetricamente por cembio de color de indicadores de pH como el rojo

fenol o el azul de bromotimol ( 126 ).
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Augus tinsson K:é._( 123) seﬁalé'due lo sensibilidad y exéctitud de este .
método no difiere del de Warburg.
c) El principio de este método es la titulacién con élguli dei_écido
liberado por la hidr6lisis enzimética, E1 Slcali puede ser egregaco con;
tinuamente para mantenér el medio de incubacibn en él pH iniciel,o puecds
ser agregado JQSpués de un tiempo fijo para restablecer el pH al oriéincl.
Augﬁstinsson K.By {(127) enumera una larga lista de variantes que uson
indicadores pare dettrminar el punto final de la titulecién,recunendéndo
este procedimiento donde la exeptitud no es vitél,
~ Es posible mucha mayor exactitud y precisi6n cuando e; punto finegl de la
.titulacién se cetermina electrométricamente. _ |
1 £l desarrollo cel "pH-sfa?".( 128)'ha heého_aa lé téénicé titrimétrica
..una de las m4s exacies actualmente disponibles;
_SQQGH Augustinsscn'K.B. ( 123) su eplicecién parece virtuslmente ilimitace.
Dadé'su fndole cinética permite apreciar el curso de la reacclién enzimética.
d) Augustinsson K,B. ( 127) menciona como técnicas colorimétrices la oue
se basa en la reaccibn cel ClsFe con el dcido acético dando un complejo
perdo,o la que usa cerbonaftoxicolina como sustrato pera medir finalmente
B-naftol copulzado,
Ellman et el, ( 110] desarroll;ron un nétodo espectrofotométrico que re-
“qulere ccmo sustrato ATC o BTC. Le tiocolina prceducida por hidrélisis
enzimﬁticq reacciona con el 5,5'ditiopis—z—nitpobenzoato de sodio para

dar el enidn emarillo S5-tio-Z-nitrobenzoato (A=412nm , E =13.60U ).

4 o . + - -
(1) (CH,),NCH,CH S=CCH,+H.0 —— " (cr,),NCH,CH 8"+ CH,Co0 ¢ 21Y
. 1 -~ n ‘-.
. . .
+ - ) ’ .
. @ + (CH,),NCH,CH,$ 4+ oM 3—3 NO, -
" coo~ €00~
(0TKB) Ml
{CH,),KCH,CH,S—$ N0, + O,N s .
co0™ €00”

. (X.,m - (ll.na)
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A diferencia de otros métodos colorimétricos esta técnica ests basada

en la mecdicifn del producto de le reaccién y no en el dosaje del sus-
trato remanente ,lo que la convierte en mds sensible. Segdn Holmstedt ( 125)
este método presenta como ventsjas,simplicided,alta pre;isién,constancia
de pH,versatilidad y cortos perfodos de incubacién. '
Indudoblemente es uno de los mé&tcdos mé&s directos y rédpidos con que se
cuenta actuelmente. -

e) Los métodos més antiguos para medir ChE se basaban en la medicién de
'la ACh remanente después de la incubacién de la enzima con el sustrato,
Inieialmente el método corriente fue el ensayo biolégico "bioessay*.
Actualmente existen otros métodos,de los'que el mds comdn eglel-de
Hestrin (130 ),

Esta técnica se basa en la reaccifn entre la hidroxilemina en medio
alcalino y la acetilcolina remenente para dar acetihidroxémico que pgor
egregado de ClaFe en ClH da un complejo soluble rojo pdrpura,

Segdn Holmstedt ( 129) los métodos basacos en la medicidn de sustrato
remanente presenten como desventaje que no miden la velocidad de desapa-
ricién del sustrato y por lo tanto,son inferiores e otras técnicas de
determinacién de ChE. Por otra parte no es tan exacto como el manomé-
trico o titrimétrico pero es muy sensible,

f) Los métodos radiométricos son los de mé&s reciente desarrollo.

El método de Winteringhem F.P,W, y Disney R.W. ( 131) se basa en la
incubaci6n de la enzima con, ACh (aceti}-l-lac-colina].

'él acetato (140) formado es volatilizado y la ectivided residual del sus-
trato remsnente es eontada en centellador 1fquido.

Otros métodos miden la actividad del acstato (ldc) después de la separa-
cibn de ;a ACh,siendo el paso de seperacién producto y sustrato la vaeriante
més usual(132 y 133). o

g) Existen numeroses técnicas que no se puedsn clasificaf en la forma
descripta. Entre ellas mencionaremos el método de Prince A.K. (132 )

que usa como sustrato ioduro de l-metilo-=7=-acetoxiquinolinio.

La hidrélisis de este sustrato da un compuesto altemente fluorescente, el
l-metil-7-hidroxi-quinolinio,cuya fluorescencia por unided de tiempo es

proporcional a la actividad enzimé&tica.
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Este método no es altamente especi{fico pues el sustrato puede ser hidro-
lizado por otras hidrolaesas,pero es muy sensible,

Cranmer M.F. y Peoples A, ( 135) desarrollaron un método cromatogréfico
en fase gaseosa en 8l oue el sustrato es el 3,3 diﬁetilbutilacetato,

es muy fépido y sensible,pero tiene reserves en cuento a especificidad.
Con el objeto de medir la actividad ChE en hcmogenatos de cébeza de vin-
bhucas,fueron ensayedos los métodos de Hestrin,Ellman y titrimétrico. -
Para }a mayor parte de las determinaciones 1llevedas a cabo utilizamos

el método de Ellman que resulté ampliemente satisfactorio debido a su
sensibilided,precisiédn,exactitud,repidez y versstilided.

"El dnico repero destacable es la limitecién que intraduce lg neqesidad
HQB tio—sustratog. Esto trae gparejsdo inconvenientes tales como no poder
utilizer sustratos altemente espec{ficos que ayuden & distincuir entre
EhE no especfficas y AChE,o encontrar anomalfas en la depencencia de la
actividad con el pH causadas por el grupo tiocéter,como se describe més
adelante. A peser que la ATC no es el sustrato natural de la AChE su uso
a los fines de le medicién bioquimica de actividad esté empliamente acep-
tado ( 136),

El método titrimétrico ofrece semejantes ventejas de precisién,exactitud,
y Qersatilidad pero su aplicacidn es menos sencille y su sensibilidad es
menor, Habida cuenta de sus relativas desventajas,su eplicecifn fue res-
tringida a las determinaciones en les qgue fue necesario utilizar sustra- '
tos oxigenedos,

El método colorimétrico de Hestrin fue ensayado segun la modificacibn de
Castro y Castro ( 137) en virtud de su reportada sensibilidad ( 130),

La apiicacién de este método pera hamogenatos de cabeza de vinchucas no
ofrecié ninguna ventajs respecto.al de Ellman , Por el contrario su
naturoleza no cinética,la menor exactitud y 1; mayor comnplejidad operati-
va nos condujo a discartarlo como alternativa recomendable para nuestros

fines,
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II) Extraccidn y solubilizacidn de la Actividad Colinesterésica

a) Medios de extraccién

Fueron probados distintos medios de homogenizacidén a los fines de abtener
las condiciones éptimas de extraccidn de las enzimas reéponsables de la
actividad colinesterdsica de cabezas de vinchucas.,

En la tabla 2 se éesume los resultedos obtenidos con aguae destilada,

ClNa 0,15M y 0,50M, butanol 1% en 0,15M de ClNe,deoxicolato de sodio 15y

30 mM ., También fueron ensayados como medios de extraccién soluciones de

‘C1K 0,15M y buffer fosfatos 0,2M pH+?7,2;l0s que demostraron muy pobre efi-

ciencia de extraccién,ya que sus actividades resultaron menores a las
obténidas con agua destilada.

Del andlisis de la tabla 2 surgen algunas consideraciones s&bre los medios
probados., El ClNa mejord la actividad del homogenato crudo respecto al
ague destilada, Este efecto puede deberse a un incremento en la extraccién
0 a la activacién de la enzima., Con el fin de comprobar esta dltima posi-
bilidad se evalué el efecto de distintos cetiones sobre la actividad
enzimdtica. Para ello se preparéron homogenatos crudos en egue destilada
de cabezas de vinchucas adultas, Soluciones de ClNa.ClK,CIZCa y C%Mg 0,1M

fueron utilizadas independientemente,para llegar a una concentracidn final

‘de 50 mM en el volumen de incubacién.

El reactivo de Ellman se prepard en agua destilada lleveda a pH 7,2 con

solucifn de OHNa diluido, Los resultados fueron los siguientes?

Medio de AGUA ClK CIN Cl1 G 1 &
. . dostilada a 28 oM
incubacién
Activided

. 100 132 140 140 --.124
enzimdtice
porcentual

En todos los casos la influencia de los iones aumentd le velocidad
inicial de hidrélisis de la ATC en el mismo orden respecto a le corres-

pondiente al agua destilada.

o TR o R
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Efectos simileres de activacién. por cationes fueron reportados para

AChE proveniente del nicleo ceudado del buey ( 138) en eritrocitos de
bovino ( 139) en eritrocitos bumanos ( 140) en anguila eléctrica (141 )
y en cabezas de moscas (142 ),

Este efecto actiyador del catidén Na+ que observamos én ChE de Triatoma
infestans podrfa en parte justificer el incremento de actividad enzimé-

tica respecto &l agua destilada,que se observe en tabla 2,

Tebla 2
Medios de homogenizacidn de cebezas de Triatoma'infestens
Actividad enzimdtica Actividad % Actividad %
del homogenato crudo en _el -sobrena- en el scbrena-
nmoles de ATC dante de 1000 g dante de
min x ml 10,000 g
Agua destilada 57,30 - -
ClNa 0,15M 77,65 31 6,2
ClNa 0O,50M 95,44 a7 -5,1
Butanol 1%
en ClNa 0O,15M 155,30 36,5 7,3
Triton X-100 0,1%
en ClNa 0,154 35,59 77,3 a0
Triton X-100 0,5%
en ClNa 0,15M 45,91 86 52,0
Deoxicolato de e
Sodio 30 mM 106,76 100 100
Deoxicolato de
Sodio 15 mM 113,23 100 100

Los valores fueron obtenidos por duplicado de homogenatos de cebezas de

vinchucas adultas a razén de cinco por ml

 WRE ST R e W
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b) Efecto del butanol

La adicibn de distintos alcoholes en el mecio de homogenizecidn mejora
le activicad colinesterdsice conro ha sico reportado para la AChE de cuca-
racha americana 143] y para mosca doméstica ( 73 ) ,

La justificacién pera este incremento en la actividad colinesterésica
fue gue los alcoholes,especielmente el n=butanol actuarfan como deter-
gentes. De esta forma liberarfan la enzima de su asociecién a membrsnas.,
Otra posibilidad estudiada fue que el butanol actuara como un ectivador
incdependientemente de su efecto solubilizante de enzimas particuledas,
Colhoun ( 143) y Takade ( ldéj encontreron que tembién se observaba un
incremento en la actividqd cqlinestgrésica agregando el butanol en el
.medio de incubacién, |

"Ambos sutores justifican este hecho por cembios confcrmacionales gue
efectan el sitio activo de la enzima .

Esta posibilidad estarfa aveleda por ls observacién de Herskovitz T.T.
et al. ( 144) que encontreron cembios en la conformacién del quimotrip-
sinégeno por el agregado de alcoholes.

Shatoury H.H. ( 145) sugirié gque en realidad el n-butanol inhibirfe le
ChE de cabeza de mosca por desnaturalizacién y el efecto de activacién
observado serfa debido a la ectivacifn de unae proenzima,

Nosotros encontramos que el agregado de butenol en el medio cde homogeni-

zacién de los preparados de cabtera de T, infestens mejoran la activided

respecto a los obtenidos en ague destilada. Este incremento de la sctivi-
dad enzimé&tice es funcién de la concertracidn de butenol hasta 1%,como

se observa en el Gréfico 1 , siendo luego constanfe hesta la méxima con-
centracién estudiade,

A los fines de evaluer un posible efecto activador del n-butaﬁol,se lo
egregé en une proporcién de 5% feferide al volumen cde incubacidbn,cuya
composicién se describe en la seccidn NMateriales y Métocos. El1 homogenato
crudo fue obtenido en ClNa 0,5M,luego de S mirutos de preincubacidn se

inicié lé reaccién enzimética por egregedo del sustrato.

D e b et e
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La actividad enzimdtica fue incrementada en un 17% cuando se usé ATC ccmo
sustrato y en un 39% para BTC. '

En otro experimento similar le concentracién de n-butenol fue de 1% y el
perfodo de preincutacién de 40 minutos., En esée caso el aumento de la
activided enzimdtica frente a ATC fue de 120% demostrando una dependen-
cia con el tiempo del fendmeno de exaltacién de la actividaed colinesterd-
sica.

Nuestros resultados sugieren gue el efecto del n-butenol .en homogenatos
de cebeza de vinchucas podria deberse fundamentalmente a activecién.,

En efecto de le observacién de la Tabls 2 surge que una centrifugacidn

a 10.000 g por 60 minutos lleva le ectividad colihesterésica frente a

ATC a un nivel similar a ls obtenida con ClNa O,ISM y 0,50M después de
iguai tratamiento, Este resultado descartar{a el efecto detergente del
n-butenol como fector crftico del incremento de activided enzimética ob-

servado cuando es inclufdo en el medio de homogenizscién,

Gréfico 1

Veriacifn de le actividad colinesterdsice respecto a la concen-

trecién de n-butanol en el medio de hamogenizacién,
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c) Efectos de los Detergentes

Muchos estudios sobre distribucién subcelulsr de AChE de cerebro de
manf{fero demostreron- que la enzima esté asociada con elementos perticula-
dos de la célula (146 ) ( 147 ) ( 148 ),y especialmente en subfracciones
gue contienen membranas y termineles nerviosas ( 149) ( 150 ),

También evidencies histoldgiéas y estudios de microscopfa electrénica
demostraron la AChE locelizacda en estructuras membranoses de la célula ( 151},
En nuestros preparados de cabeza de vinchuces la ectividad enzimdtica
frente a ATC permenece en un QD% en el pellet de una centrifugecién a
105,000 g durante 1 hora., Nuestres primeres tentativas de solubilizacidn
de la AChE de cebeza de vinchuca fueron fracasos y sugirieron que podrfa
tratarse de una lipoprotefne o estar combiﬁada con sustanciaé liﬁidicas
‘de la célule, Algunos egentes tensioectivos habfan sido usados ya para
solubilizar o diséciar lipoprotefnas en procedimientos de purificacidén
de AChE ( 152} . Segdn Dewald B. et al. (153 ) los agentes m&s udtiles
para solubilizaf enzimes de membrana han sido el deoxicolato de sodio,
dodecil sulfeto de sodio,y el Triton, Nuestras experiencias estuvieron
orientedas a aencontrar un aggnte tensioectivo cus permitiera obtener
homogenatos crudos con una buena actividad enzimética hacia el sustreto
ATC y esta actividad se mantuviera en el sobrenadente & pesar de las
centrifugaciones. En la tabla 2 aobservamos los resultados cel empleo

de un detcrgente no idnico como el Triton X-1CO y dg uno 1iénico como

el deoxicolato de sodio. Del andlisis de esta tabla surge como méds

adecuado el DOC como solutilizente de la AChE de cebeza de T. infestans

ya que la actividad de los crudos es mayor a le obtenida con agua desti-
lada solamente y dicha actividad no disminuye por unae centrifugecién ce
10.000 g durante 1 hora.En cambio usando Triton X-100 se cbtienen
hﬁmogenatos crudos con menor actividad gue los’ obtenidos con agua_desti-
lada y principalmente no ! esulta adecuedo porque dicha activided se pierde
en un 50% después de centrifugate 1 hora e 10,000 g .

El Triton X-100 fue probadoc en las concentrationes de 0,1% y 0,5% ye que
fue reportado ( 154) que hasta concentraciones del 2% de detergentes no

i6nicos no inhiben la activided de la AChE .
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Le mejor solubilizacidn observada cuando se usé DOC en luger de Triton
podria justificerse en base a un diferente modo de accién,

El DOC & diferencia del Triton X-100 ectda separando 1fpidos de protefnas,
( 155) ( 126) ,facilitando le solubilizacién de AGhE cu}e naturaleza 1l1i-
poproteica fue reporteda por verios autores (157 )'(158 ). .

El efecto solubilizante del DOC egregedo a2l mrdio de homogenizecién resulté
genuino,ya cue se verificé la posibilidad de modificacién de la actividad
enzimitica de cabeza de vinchuca por accién del detergente, Para ello se
agregd, a homogenetos de cabeza obtenidos en egua destilada,una proporcién
de DOC que resultara en una concentracién final de 30 mM y se los pre-—
incubd durente 40 minutos a temperatura ambiente luego de lo cuel se agregd
el sustrato (ATC) y se midié la actividad colinesterésica que en ningudn
caso difirié de la del homogenato originel obtenido sélo en agua.

Respecto a las concentraciones de DOC estudiadas vemos en tabla 2 gue una
concentracién de 30 mM no sélo no produce homogenatos de mayor actividad
que cuando utilizemos 15 mM,sino que &sta resulta inferior .

Sihotang encontrd$ trabajando coﬁ AChE de eritrocitoé humanos que con-
centraciones crecientes de DOC producfan un marcado aumento de la acti-
vidad enzimé&tica hasta 60 mM,noténdose,para concentracionss mayores, una
;brusca cef{de de la actividad.(lSS ). E1 autor justifica este hecho por

la remocién de fosfolipidos provocado por el detergente. Traténdose la
AChE de una enzima esociada a fosfolfpidos,la concentracién de éstos en
el medio tendrfa un velor cpftico por debajo del cual la enzima actuarfa
éon.menor eficiencia. Sihotang verificé esta hipéftesis revertiendo el
fenémeno por agregado de fosfolipidos ex6genos.

En nuestro caso probablemente la concentracién de 30 mM nos lleva a una
concentracién deficiente en fosfolfpidos lo que_justificarfa la ligera
cafda en.actividad al comparerla con la obtenfda con 15 mM del detergente.
Finalmente el DOC eparece como un medio de solubilizacién adecuasdo y
promisorio de obtencién de AChE de-honogenatos de cabeze de vinchuce e
los fines de posteriores estudios de purificacién y caracterizacidn

enzimdtica.
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III) PURIFICACION DE LA ACETILCOLIMESTERASA DE CAEBEZA DE TRIATOMA INFESTANS

El estudio de las propiedades de la AChE de insectos sy en especial de
cabeza,es de sumo'interés no s6lo para la bioquimica comparada;sino tem-~
bién desde un punto de vista toxicolégico,para el disefio de insecticidas
organofosforados ( 159 )( 160).

Las propiedades favorables de algunos de estos insecticides en cuanto a
su selectividad (es decir mayor toxicidad en insectos que en mam{feros )

ha sido justificada en parte por una mayor actividad inhibitoria sobre
sistemas colinesterésicos de insectos que de mamfferos ( 161)(162 }( 163),
Una buena parte de los estudios existentes sobre ChE 'de insectos han sico
realizedos con homogenatos crudos(lGﬂ J(165 }( 166} y no son demasiedos
'105 infentos realizados para purificsarlos dado cue soﬁ enéimés de membra-
-na y en glgunos casos por no ser abundante y demesiado activo el materiel
biolégico. Sin embergo algunos éxitos se han conseguido en la purificecién
parciael o intensiva y posterior caracterizacién de AChE de cabeza de moscas
( 73 )(167 ),grillo(168 ),cuceracha(169 )y ebeja(170 ).

Metcalf (171 ) ha sugerido la necesidad de estudiar las AChE purificadas
de aquellos insectos que son plaga. E1 encontrd diferentes valores para
las constantes de fosforilacifn y de inhibicién frente a los mismos inhi-
bidores trabajando con AChE purificede de mosca,abeja y grillo,

De acuerdo a estos resultados,£]l sugiere que cada especie de insecto
podrfa tener AChE estructuralmente distintas como se demostré para

otres enzimaes estudiadas sobre una base comperativa como por ejemplo la
ribonucleesa.

Heilbronn E.(171 )} considerd necesario la realizacién de un esfuerzo para
la purificacién y cristalizacidn de ChEs,con'el ogbjeto de obtener nuaeva
informacién sdbre la reaccién entre esas enzimas y los agenteé anticoli-
nesterdsicos., En cambio Hollingwbrth alert6 sobre la posibilidad que las
propiedades de les ChEs por el hecho de ser enzimas de membrana,poarian
cambiar durante el proceso de purificacién,y por lo tanto no resultar dtil
para el uso con un criterio toxicolégico.

Segln Aldridge W.N.( 171 ) serfa posible realizer progresos en el diseno

de mejores insecticidas adn utilizando ChEs impuras.

T Byt b A o ¢
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Nosotros tratamos de establecer una metodologfa que nos permitiera obte-~

ner la AChE de cabeza de Triatoma infnstans suficientemente purificeda

con el objeto de estudiar sus caracterf{sticas y el efecto de los compues-
tos OP sobre ella. Desde este punto de vista resulteban componentes inde-
seables en homogenatos crudos ce cabeza de vinchucaes,las colinesterasas

no especifiéas,las esterasas eserina-resistentes , los lfpidos.y los inhi-
bidores enddgenos. Por otra perte,la discreta actividad colinesterésica

intrfnseca del Triatome infestens que es comdn a los Hemfpteros( 1€4}

y la insolubilided de este sistema enzimdtico de membrena,representf una
limitacidn para le aplicaecién de métodos de purificacién més exheustivos
y en general de bejo rendimiento, .

En nuestro caso,del Qstudio de diferentes pasos de purificaéidn,seleccib-
nanos como satisfactorios los correspondientes al esquema que se describe
en la parte experimental. El mismo implica una centrifugacidn diferenciel
del homogenato crudo,una solubilizacién del pellet en DOC,una nueva cen-
trifugacién,un fraccionamiento en suléato cde amonio del sobrenadante re-
sultante y finalmente un fraccionemiento aceténico.

Este procedimiento simple y répido permiti§ obtener un preparado enzimé-
tico purificado 14 veces con un rendimiento del 78% .

“En la tabla 3 se resumen los velores obtenidos,de volumen,protefnas tota-
les,activided frente a ATC,réndimicnto porcentual y factor de purificacidn
en cada paso del proceso de purificacidn.‘ N

El endlisis de los resultados parece indicar que los pasos del fracciona-
miento de sulfeto de emonio.y el ecetdnico son los de mayor contritucién
al enriquecimiento én actividad espec{fica, Si observemos el rendimiento %
en cada etepa de la burific&cidn,encontramos un resultado inesperado. En
efecto,al partir cel peso de la centrifugacién diferencial se apreéia un
éignifidativo incremento en el rendimiento a pesar de gque existe una dis-
minucién eprecisble cdel contenido proteico, Este hecho sugirié la posibi-
licdad de qgue existiera un inhibidor colinesterdsico endégeno en le cebeza

de T.infestans cuya progresiva eliminacidén posibilitarfa un aumento de

la nctividad ChE y por lo tanto un incremento en el rendimiento del pro-
ceso. A los fines de corroborer esta hipdtesis,se midié en forma compara-

c£a la actividad en honogenatos de cabera de T.infestans y en cerebros

aislados,con los resultedos que se resumen en le table 4,
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TABLA 4 ACTIVIDAD CULINESTESASICA EN CABEZA Y CEREBAO [E T.INFESTANS

nmoles de ATC nmoles de 8TC nmoles ATC mmoles ET(

min x mg protefnes min x mg de prot. min x cabeza min x cabeze

CEREEBRO 150 15 15 1,5

CABEZA 10 2 8 1,6

El andlisis de los mismos avala la hipdtesis de la existencia de un inhi-
bidor del sistema colinesterdsico presente en cabeza pero no en cerebro
de vincﬁuca. En éfecto como se puede ver en la Tabla 4,le acti&idad en
cerebro frente a ATC resultd 15 veces mayor que en cabeza, Cabe destacar
qgque a priori la disminucién del colﬁr preseﬁte en los homogenatos crudos
y cbservable en los sucesivos pasos.de purificacién (especielmente en el
primer pellet)sugirié la posibilidad de que el inhibidor estuviera vincu-
lado a esa coloracién. La conprobeacidn de que el color de los homogenatos
crudos era debido a los ojos compuestos del insecto,nos hizo poner espe-
cial énfesis en la eliminecién de los mismds cuando se hizo la diseccién
-de los cerebros. Estos ojos aisledos fueron homogeniza&os y ensayados en

su capacidad inhibitorie de colinesterasas,con los resultados siguientes:

_AChE de cabeza AChE de cakeza AChE de eritrocitos

de moscas(crudo) de vinchuces de bovino
(purificeda) (comercial)
INHIBICIGN 95% 97% o%

Para la realizacién de este experimento se prepéfaron homogenatos de
cebeza de moscas en ClNa 0,5M filtrados por lana de vidrio y homogenatos
de cabeza de vinchuca purificados ccmo se describiera y una solucidén de

AChE de eritrocitos bovinos (Sigma)en solucidn fisiolégica.
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En todos los casos por dilucién se logré igual actividsd frente a ATC.
A cada preparado enzimdtico se le agreg6 el eauivselente a un cuarto de
ojo compuesto homogenizado en ClNa O,5M,

Los resultedos indicen claramente la presencia de un inhibidor de AChE

en los'ojos compuestcs del T.infestans,
Sorpresivamente la AChE de eritrocitos bovinos no fue efectada por el
mencipnado inhibidor,lo que sugiere uns marcada especificiced del mismo

para AChE de insectos.

-4

Nuestros objetivos respecto a la purificscién de la AChE de cebeza de

T.infestans no estaban sélo circunscriptos a obtener un incremento en la

actividad especifica sino a eliminar componentes toxicoldgicamente inde-
'seableé. En primer lugar resulteba crftica la eliminacida de otras ChEs,
.Como se observa en la tebla 5,la actividad frente e ATC y a BTG en homo-
genetos crudos,sugiere la presencia de al menos dos tipos de ChE, une
AChE y otra BuChE. El anélisis de la relaci6n ATC/BTC en cada paso del
proceso de purificecidn (tabla 5) nos muestra un progresivo enriqueci-
miento en la actividad de la AChE,que se hace méximo en el pellet de
0-30% en acetona (pellet IV). Esto sugiere la eliminacién durante el pro-
ceso de purificacién de la BuChE.

De acuerdo con Aldridge y Reiner ( 60 )la activided frente & una mezcla
de sustretos debiera ser iguel a le ectivided de cada uno medido indepen-
dientenente,en el ceso de estar en presencia de dos enzimas frente a dos
sustratos especificos. 51 en cembio la velocidad frente & mezcla de sus-
tratos fuera menor que la medida independientemente,caben dos. elternati-
vas: 0 existe una enzime que hidroliza los dos sustratos,o hay dos enzi-
mas cue hidrolizan los dos sustratos(especifigidad superpussta].

S5i bien este es nuestro caso, velocidsd mezcla < velocidud(ATb) + veloci-
cdad(BTC) (teble 5),no ceabe le posibilided de que estuviéremos en pre-
sencia de une sola enzima que hidrolizara ATC y 'BTC,ya cue el cociente

de la actividad frente a ambos sustratos (ATC/BTC) no permanecié constan-
te duraente los sucesivos pasos de purificacidm(tabla 5).

Este hecho,sumado a elgunas evidencies oue se mencionarén cuando descri-
temos la ceracterizacidn de la AChE,parece indicar ous de dos ChE presen-

tes en el homogenato cruao,sSlo cueda une en el preperedo purificedo
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con carecteristices de AChE,pero con una ligera capacided de hidrolizar®
BTC. La enzime eliminada podrfa se} clasificada como una BuChE por su
afinidad a BTC, La presencia de esteresas eserina-resistentes en los
homogenatos crudos repfesentan para los fines toxicoidgicos unea contami-
nacidén indeseaﬁle. En efecto,pues las mismas pueden actuar degracdando ..
conpuestos CP,invalidando de esta manera los estudios cinéticos de
inhibicién de ChE llevedos a cabo con tales anticolinesterédsicos,como por
ejemplo fuera reportedo para el DOVP en plesma humano( 173) y para el
Malation en hcmogenatos de Culex Pipiens Pipiens (174 ),

Las esterasas puecden ser clesificadas cde ecuerdo a Holmes y Masfefs(l?Z )
en carboxiesterasas las que son inhibidas por orgéno fosfetos pero ne por
eserina,arilesterasas las que no son inhibidas'por'organofosfatos pero

se inhibten por reactivos de sulfhicdrilos,acetilesterasas les que no son

inhibidas por orcenofosfatos,ni por. eserina,ni por reactivos de sulfhidri--

los y las ChEs que como ya se describiera abundantemente,son inhibidas
por orgenofosfatos y por eserina.

En nuestros preparados crudos de cabeza de Trietoma infestans detectemos

actividad de esterasaes diferentes de la ChE., Esta activicded fue clasifi-
cada segdn Holmes y WMasters frente a inhitidores especificos (eserira y
paraoxon 10-5M) usando como sustrato eproniado el PTA., Los resultedos
indicaron gue un 78% de la actividad esterésica fue atribuible a acetil

y arilesterasas y un 22% debido a carboxiesteraczas.

Respecto a la proporcién de esterssas,en la table 5 mencionamos un Indice
de esterasas(eserina resistentes) que representa el cociente entre la
actividad frente a PTA y 1z actividad frente a PTA del mismo preparado
pero inhibido por eserina. Este fndice da idea cdel contenido de esterases
(eserina resistentes) y varfa entre O,cuando no hay esterasas hasta 1,
cuandé la actividad medible s6lo se cdebe a las'miSmas.

Nuestros preparedos crudos cde caebeze de Triatome infestans mostraron un

indice de esterasas de 0,54 (tabla 5) decreciendo ligeramente durante los
sucesivos pasos de puriéicacién,para caer cbruptamente a cero en la

fraccidn nceténica. Este paso te purificacidn (Fraccionamiento acéténico)
fue reportado por Casida ( 75 ) como Util en la separacién de mezclaes de

esterasoas con colinesterasas.
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A los fines de tener una mayor certeza que en el preparado purificado

no habfa eliesteresas( esterasas con mayor afinidad por sustratos alifé-
ticos,asi llamedas segdn antigua clasificecién)se midi6 ectividad usando
como sustrato el TPE. La actividad mediﬁa con TPE en homogenztaos crudos

fue 2 nmoles de TPE/min mg de protefnas,mientras que en el preparado
purificado‘fue cero.

.Desde el punto de vista toxicoldgico,otrp de lps cariponentes indeseables

en los homogenatos crudos son los lipicdos.

Hellebrand ( 175) purificé 20 veces la ChE de cabeza de mosca y enfatizé

la eliminecién de una buena parte de los lfpidcs,cuyo efecto solvente sobre
inhibidores podrfa falsear los resultados en experimentos cinéticos.con
ChE, En nuestro cééo,si bien no observamos una eliminaci6én total del ma-
teriel lipdideo,él miémo se viu reducido en un 70%. |

En resumen el esquema de purificecidén descripto,si bien no resulté en una
purificacifn exhaustiva,respondiéd en cuanto a simplicidad y pureza del
producto final al fin toxicoldégico para el cual fue desarrollado,y al mismo
tiempo permitié tener une mejor idea de los componentes(especialmente los

enziméticos Jde nuestros preparados crudos,

-IV) CARACTERIZACICN DE LA ACETIL(.OLINESTERASA DE CABEZA DE THIATOWMA INFESTANS.

Las ChEs se pueden considerar como una femilia de enzimas con diferentes
propicdades. Dentro de esta familia,los distintos tipos de actividad en-
zim&tice pueden clasificarsq en al menos dos grupos,l y II ,

El Qrupo I estd constituido por las llémadas acetilcolinesterasas( AChE)
o ChE verdadera o esbecffica y el grupo 1I estéd integrado por les llama-
das seudo-ChE,no especffica o butiril-ChE (BuChE) ( 127).

La AChE,como ya se expuso,tiene la funcién fisiolégica de hidrolizar la
Ath y puéde ser inhibida por &ltas concentracibnes de ese mismo sustrato
y en generel no hidroliza BCh, La AChE estd presente en el tejido nervioso
y en los eritrocitos de la mayorfa de los animales.

En cambio la BuChE no tiene un rol Fisiolégicq conocido,hidroliza la BCh
y a 1la PCh a mayor velocidad que a la ACh y no se inhibe por exceso de

sustrato.

o = - o v o
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La BuChE esté presente en el plasma sangufineoc de la mayor parte de los
vertebrados,en el higecdo,en el pénbreas y en menor cantidad en los teji-
dos nerviosos junto a la AChE,

La presencia de las ChEs ha sido demostrada en un ndmero de insectos su-
ficlentes como'para que su distribucién sea aceptada ‘como universal,
Otros eutores han demostrado actividad colinesterésica en los Ordenes;
Ortépteros,Homdpteros,Hemfpteros,Coledpteros,Dipteros,Himenépteros,
Escorpibnidos y Ardcnidos ( 75 ).

tas ChEs estédn primeriaemente en el sistema nervioso de los insectos,pero
teambién han sido detectadas en los misculos de las alas y patas de algunros
insectos y en el intestino de un escerabajo (176 ).

A pesar de que el sistema colinesterédsico ha sido estudiado como ningdn
otro sistema enzim&tico en insectos y en Invertebredos,neda se sabe audn
de las ceracter{stices y propiedades de este sistema en Triatominos y

en particular en la vinchuca,que es el conocido vector del Mal de Chages-
Mazza( Tripancsomiasis Americana].

Este tipo de estudio se vuelve méds interescnte si tenemos presente que
como menciona Casida ( 75 ) el desarrollo de insecticidas OP con toxi-
cidad selectiva puede ser ampliamente dependiente de las diferencias de
especificidad de las AChEs entre lqs insectos y entre los insectos y los
mamIferos,

Nosotros demostramos activided esterésice en preparedos crudos de cabeza

de T.infesters y también en preperados de térex y abdomen del menciocnado

Hemfptero; Particularmente nuestro interés se centré en la éctividad
medida en cakteza,por estar directamente vinculada al SNc;ya que en €lla
estdn presentes los cos genglios nerviosos mé&s importantes ocue dirigen
la actividad nerviosa del insecto,el ganglio supraesoffgico o cerebro
y el Qanglio subesofégico,.

Nuestros preparados crudos de cebeza de T.infestans evidenciaron habili-

ded para hidrolizar ésteres de tiocolina (ATC y BTC) y tioésteres ero-
méticos (PTAj. Como es sabido la hidré6lisis catalizada por les Chks

es altamente sensible a la eserina,mientras cue otras estercsas sen muy
resistentes a este inhibidor.Por lo tento una manera dtil de distinguir

ChEs de otras esterasas fue la de utilizar el efccto selectivo de la
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eserina, Las esterasas que no son inhibidas por eserina 10-5M no 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 mismo fue caracterizado

frente a distintos agentes fisicos y cufmicos.

Iva) VARIACION DE LA ACTIVIDAD COLINESTERASICA CON LA CONCERTRACICN DE

SUSTRATO, DETERWINACION DE K y V.,
- = l'l‘l"L max

Nosotros encontremos cue nuestros preparados crudos de cabeza de T.infestans

presentaben una ectividad frente a ATC y a.BTC inhibiEle por eserina

1o que los constitufa en un sistema.colinesterdsico. En la figura 5 se
evidencia la raépuesta de nuestros preparados crudbs frente é conéentra-
.éiones creciéntes_de los sustratos ATC y BTC,de donde se distinguen al
menos dos tipos de actividades, Frente a la ATC nuestros preparados
crudos mostraron la tipica curva en forma de caeampana con una concentracidén
6ptima de ATC (0,545 mM) y pronunciada inhibicién por exceso de swstrato.
Este tipo de respuesta es caracterfstica de las AChEs y no de las BuChEs,
La respuesta frente a BTC fue cuatro veces mencor que la de ATC y no pre-
sentéd inhibicién por exceso de sustrato,respondiendc esta caracterfstica
a la de una BuChE,

La misma caracterizacién 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,pues la
curva de ATC tiene la conocida forma de campana y la de BTC tambi¢n pre-
senta inhibicidén por exceso de sustrato,lo que parece indicar cue la
AChE de cebeza de vichuca presenta especificidad cruzada hacia ATC y BTC,
eungue con una mayor afinidead pqr'la ATC que por la BTC,

Estos resultados de nuestra enzima purificeda de cabeza de T.infestans

recuerdan la AChE purificeda de cabeza de maoscas la que presenta una
actividad no despreci=sble frente a BTC,lo que la diferencia de las AChEs
de mamfferos y en especial de la de eritrocitos de bovino ( 73 ).
Nosotros calculamos los valores de Km y Vrnax para el homogenato crudo
(figura 7) y para el preparado purificado(Figura 8) graficamente por

el método de Lineweaver y Burk .
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FIGURA 5

CURVAS DE ACTIVIDAD ESPECIFICA DE HOMOGENATOS CRUDOS DE

-98-

CABEZA DE TRIATOMA INFESTANS VERSUS LA CONCENTRACION DE ATC -O-
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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 -O-

Y DE BTC -0 - .
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FIGURA 7

CURVAS QUE REPRESENTAN POR EL METODO DE LINEWEAVER Y BURK LA
RELACION ENTRE ACTIVIDAD ESPECIFICA DE HOMOGENATOS CRUDOS DE
CABEZA DE TRIATOMA INFESTANS Y LAS CONCENTRACIONES DE ATC - O-

Y DE BTC -@- .
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FIGURA 8

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 -O- Y DE BTC -@®- .
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TAELA 6

DATCS CE Km Y Vm < D= LA COLINESTERASA DE CrBEZZA DE TRIATOMA INFESTANS

a
EN PHEPARADUS CRUCOS Y PURIFTCADQOS

CRUDO PURIFICADO
ATC BT1C - ATC BTC
-5 -5 =5 -
K (M) 510 ° . 510 3,3 10 9,1 10 S
v | . |
max 10,4 2,63 150 9,5
nmol es '
min x mg protefnas

En la tabla 6 vemos que le afinided por los sustratos ATC y BTC del sis-
tema enzimdtico crudo es el mismo,si bien es cierto que presentan una
diferencie de 4 veces respecto a las Vhaxpara cade sustrato ( es mayor
frente a ATC oue a BTC). En cembio en los preparsdos purificedos se pue-
.de aprecisr una afinidad 3 veces mayor pare ATC que para E%C y una dife-
: rencia en Vmax de 15 veces m4s para ATC que para BTC .
Si comparamos lus velores de Km para los pfeparados crudos y purificados
frente a ATC venos gue si bien son del mismo orden,el Km(ATC) del purifi-
, Gado es menor que €l correspondiente velar del preperado crudo,lo cual
estarfa indicando una mayor afinidad de la enzima pura por el ATC que
la del extracto cruda,
Las ChEs dentro de un mismo grupo de enzimas sean AChEs o sean'BuChés
. presenten diferencies en ciertes propiededes cuanco comparemos varies
especies de animales,y centro de una misma especie cuando comparamos
distintos érgeznos o diferentes preparados enzimdticos ( 75 ).
Las diferencias entre especies son muy marcaedas sobre todo entre los
insectos, En la table 7 se presentan valores de Km ogbtenidos con ATC en

distintas especies de vertebrados e insectos.

2 VYT e e,
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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.

gggg;i DE Km (M) REFERENCIAS
(ATC)
SUERO DE _5 Simeon Vera,Croatica Chemica
60 10 Acta,46,137,1974
CABALLO .
SUERO HUMANO -5
70 10 idem
NUCLEO CAUDADO _5 Chan S.,L. et al. J.Neurochem.,
23 10 19,2747,1972b.
DE BOVINO
ERITROCITOS _ Shafai T. y Cortner J.A.,
12,5 10 Biochem.Biophys.Acta,236,612,1971a.
HUMANOS .

AChE de CABEZA

Yu Ching-Chieh,Ph.D.Thesis,

_ 8,7 10™° University of Illinois at
DE. GRILLO Urbana-Champaign, 1970,
AChE de CABEZA An-Horng Lee,Metcalf R.L.,Kearns
2,88 10 CeWe,Insect Biochem,4,267,1974,
DE MOSCA
AChE de CABEZA 5
3,3 10 PURIFICADOC
DE T.infestans
4,35 10 CRUDO

(vinchuca)




~104-

En general vemos que le afinidad por la ATC es mayor en sl preparado

de AChE de cabeza de T.infestans purificedo cque en el resto de los casos

presentados,salvo en el homogenato de cebeza de moscas,el cual posee un

Km muy pr6ximo al de nuestros preparedos purificedos,

IVb) RESPUESTA DE LA ACTIVIDAD COLINESTERASICA CON DISTINTOS SUSTRATQS
FRENTE A DIFEHENTES INHIRIDORES.

Ademés de las respuestes a diferentes concentraciones de susfratos;la ca-
racterizacién de las ChEs puede ser llevada a cabo en parte por le distin-
ta accidn inhibitoria de compuestcs méds o menos especfficos y por la
‘respuesta de le actividad enziméticﬁ a difereﬁtes-conbentfaciones de un
‘mismo 1nhibidor,

Los compuestos inhibidores de les ChEs utilizados en este trabejo resul-
taron buenas herremientas bioquimicas y toxicol&gicas.

La reaccién normal entre la ChE y su sustreto involucra el atacue del
sustrato a la enzima con procduccién de una forma de enzime acilada,la

que répidamente se hidrolize y procduce enzima libre nuevamente.

Los anticolinesterésicos interfieren en general con esta secuencia,y

el punto de ataque dependeréde la naturaleza del inhibidor.

Estos pueden bloquear;l)el sitio aniénico,2)los sitios aniénico y esteré-
tico,d 3) el sitio esterdtico, pero en casi todos los casos la reaccidn
es similar en alguna medida a la gque ocurre entre la enzime y el sustra-
to. Algunos inhibidores son casi ten activos contra la AChE como con la
BuChE,pero otros tienen una eccidn preferencial sobre una de-las dos
enzimas. Tal vez convenga recalcar que ningdn inhibidor es absolutemen~
te espec{fico a un tipo de ChE. La eceibn difercncial es solamente de
gredo de magnitud y se refleja en les distintes concentraciones a las
cuales el inhibicdor afecte los dos tipos de enzimas.

Con algunos compurstos inhibidores,en oeterminadas especies,se logra
completé inhibicidén de una enzima con concentreciones que causen tembién

inhibicién significativa en la otra enzima,
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Con otros inhibidores hay muy poca o ninguna superposicién en las concen-
treciones efectivas y éstos 506 los llemados inhibidcres selectivos,

En nuestro caso el problema que se nos present6 fue establecer la especi-
ficidad de le enzima o de las enzimas presentgs en nuestros homogenatos
crudos de cabeza de vinchuces,distinguir entre Chks y esteresas no espe-
cificas,entre AChE y BuChE u otras seudo-ChEs. Estas diferenciaciones

;as llevamos a ctabo con apropiadaes combinaciones de los llamedos sustra-
tos especfficos y de los llemados inhibidores especfficos.

Lo'importanfe que hubo que tener en cuenta fue cue la especificidad de
estos compuestos es mucho més relative que absoluta y particularmente

en algunas especies. Ademé&s hubo que tener en cuenta que la clasifica-
cién aé ChE verdadera y seudo-ChE responae a qatrones elaboraaos con
enzimes de mamiferos que no siempre son reproducibles en invertebrados

y més especfficamente en los insectos, )

En nuestro caso ensayamos como inhibidores selectivos de AChE; el TEA (154 ),
el Nu-1250 ( 165) y como inhibidores selectivos de BuChE;el ISO-OMPA ( 171),
el 5kF-525A ( 112),el Nu-683 ( 165) y la eserina como inhibidor especffico
de las colinesterasas en gencrel,

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 8,y el andlisis de los
mismos nos indice cque toda la actividad enzimdticae pbservede,tanto frente
a ATC como a BTC fue debida a ChEs como lo demuestra la totel inhibicién
por eserina lO-SM « E1 ISO-0ONVPA y el SKF-525A por su parte produjeron una
mayor inhibicién sobre la actividad BuChE que sobre la actividad AChE.

Si bien no mostreron una selectividad totel,este resultasdo puede conside-
rarse comb una respuesta diferencial sn concordancia con 'lo reportado

para ChEs de otras especies ( 165). Un anélisis &@ndlogo se puede hacer
respecto al TEA como inhibidor de la AChE,ya que el TEA 0,1M inhibidé el
97% de la activid-d en cabeza de moscas y un 36% en cabeza de ebeja; usan-
do en ambos casos como sustréto la ACh { 164) y en cabeza de vinchuces
muestra una clara inhibicién diferencial frente e ATC y a BTC (tabla 8).
En cembio el Nu-£83 y el Nu-1250 si bien mostraron une respuesta diferen-
cial respscto a ATC y BTC, su selectivided fue inversa a lo esperqdo de

acuerdo a 1o reportedo para AChE de eritrocitos humanos ( 114) y seudo-

Che de plasma humano ( 113Je
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TABLA 8

DATOS QUE REPRESENTAN LA ACCION DE INHIBIDORES SELECTIVOS SOBRE LA

ACTIVIDAD COLINESTERASICA DE CABEZA DE TRIATOMA INFESTANS EN HOMOGENATOS

CRUDOS Y PURIFICADOS FRENTE A LOS SUSTRATOS ATC Y .BTC.

JTIEMPO 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°107°  80% 15%
Nu-683 5 -6 ' 10-5 72%
5 10 64% —_—
-5 =5
SKF-525A 5 5 10 0% 50% 5 10 0%
=2 -2
TEA 7 10 72% 22% 10 75%
-5 -5
ISO-OMPA 5 5 10 0% 24% 5 10 0%
=5 -5
ESERINA 15 10 100% 100% 10 ;OO%
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51 bien este resultado es inesperado cebe destacar que Koelle (115 )
trabajando con ChE de diferentes tejidos del gato,tambien tuvo resultados
andmalos usando estos mismos inhibidores.

A los fines de comparar nuestros resultedos con estos inhibidores con

los reportados en kibliograffa (165 ) para otres especies,se presenta

la siguiente tabla:

Cerebros Cerebros Cerebros Cabezas Cabezas de
ce moscas de abejas | de ratdén de vinchucas | vinchucas
(ACh) (Ach) (Ach) (crudo] urificado)
(a1C) | (BTC) (ATC)
T . -8 -6 =7 .. =6 - -5
(Conc.Ioh.} 310 M 31U M [1,510 M 510 M 10 M
Nu-683
(% de Inh,) 5U% 50% 50 | 6a% | 0% 72%
.Inh, -5 -6 ! -5 -
(Cone. Inh. ) 2,010 M| a10°m]| a10m 510 M 10™°M
Nu-128Q
(% de Inh,)| 50% 50% 50% 34% |100% 22%

De la respuesta de nuestros homogenztos crudos de cabeza de Triatoma
~infestans frente a distintos sustratos e inhibidores més‘0 menos
selectivos (tabla 8) es posible sacer algunas pautes respecto a la
conmposicién del sistema colinesterésico presente en ellos.

Estas conclusiones se presentan en forma esquemdtica en la tabla 9,
en la que se edvierte el camino analitico seguido para dilucidar la
presencia de al menos dos actividades colinesterdsicas,una AChE y

otra BuChE,en los homogenatos crudos de cabeza de vinchucas.
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TABLA 9 ESQUEMA OCW RESUME LAS CONCLUSIONES OBTENIDAS DE LOS RESULTADOS DE TABLA 8 .

SUSTRATOS INHIBIDORES RESPUESTAS: CONCLUSIONES
% de INHIBICION

1) ATC ————— —————— Probable presencia de uno o ambos

tipos de colinesterasas.

2) ATC Eserina 10™°M 100% Confirmacidén de (1)
3)a) ATC SKF 525A m.90|mz 0% Muy probablemente presencia de
AChE,
3)b) ATC 1s0-OMPA § 107°M 0% idem 3)a).
4) ATC TEA polwz 72% Confirmacidén de presencia de’
| AChE.
S) BTC —————— e - Probable presencia de BuChE,
6) BTC TEA 10™°M 22% Muy probable presencia de BuChE.
7) BTC SKF 525A 5 107°M  50% )
5 Confirmacion de presencia de

8) BTC iso=OMPA 5 10 "M  24% BuChE.
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IVc) VARIACICN DE LA ACTIVIDAD COLINSSTERASICA CON EL pH ,

Cuando se enszyd la activided enzimdtica de nuestros preparados crudos

de ChE de cabeza de T.infestans frente a ATC a distintos pH por el méto-

do espectrofotométrico de Ellman (figura 9) encontramos que la activided
creciéd claramente desde valores de pH 6 haste pH 7,2-7,4 donde alcanzd

un valor méximo gue fue considerado como 100% de activided, y a pH mayQ-
res dé 7,2 se aobtuvieron velores caonstentes no notédndose un descenso
significativo de la activided haste pH 9 ,

Un cuaaro semejante se encontrd sl ensayar el preparado purificado frente
a ATC a distintos pH. Este tipo de resultados podria hacer pensar en la
.presencie de una ChE de tipo II en el homogenato crudq.y Qn el purifice-
do,ya que como es sabido ld activided de las seudo-ChEs varién cdn el pH
.éﬁ.Forma diférente a las AChEs. La AChE en general asumenta.su activided
con el pH hasta un méximo entre pH 7-8 dependiendo de la especie y luego
cee abruptamente a pH mayores,en cambio las seudo=-ChEs aumentan rdhidamen-
te su actividsd desde pH dcidos hasta pH alrededor de 7 y luego decae muy
lentemente o se mantiene constante a medida que el pH es aumentado.

Pero cuando ensayemos nuestros preparados crudos frente a ACh a distintos
pH se observé gue la activided crecfa rdpidamente desde pH 6 hasta pH 7,2
y iuego disminufa a-pH mayores. 5i sumamos a essta observacidn el resul te—-
do obtenido con nuestro preparado purificado frente a ACh a distintos pH
venos gue estemos en presencia de una AChE . En efepto el pH &ptimo vearia-
ré segdn la fuente de enzima y del tipo de preparado ppero la curva de
actividad enzimltica vs pH peara AChE tiene la forma de cempana cuando se
usa ACh comno sustrato, £ste tipo de curva en forma de cempana ha sido
tomade como criterio de cue en el sitio activo de la AChE existen un gru-
po bdsico y otro acfdico tal cue una variocién de pH para ambos ledos del
pH ébtimo elterarfa el grado de ionizacién de un grupo o del otro.
Bergmann et al., { 177) trabajando con AChE de anguila eléctrica encontra-
ron que con ciertos sustratos incluyendo la ATC,la activided enzimética
dependia del pH sélo en la zona 4cida aumentendo hasta pH 7 y mantenién-
dose constante a pH mayores. Nuestros resultados con homogenatos crudos

y purificados frente a ATC a distinto: pH son consistentes con estos ha-

llazgos y con lo temostrado para AChE de grillo ( 168) frente a ATC y PTA,
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FIGURA 9
_CURVAS DE VARTIACION DE LA ACTIVIDAD COLINESTERASICA DE CABEZA
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La explicecidn esterfa dada porque el sitio activo.(esterﬁticoj de la AChE
tiene un grupo nucleofflico (Glj qﬁe es el OH de la serina y un grupo elec-
trofflico (62) que es el OH fenélico de una tirosine,veriaciones del pH

del medio afectorian el grado de icnizecidn dé'estos.grupos influyendo
directsmente sobre la unién del sustrato al sitio esterédtico.

En efecto,le enzime cataliza ia hicrélisis de la ACh cuendo se une por
puente hicrégeno el oxfgeno etéreo de le ACh y de.otros 0O-alquil ésteres
con el G_,es decir el OH fendlico de le tirosina, y por otro ledo en el

2
G, el OH de la serina ectivado por un imidezol de la histidina(préximo

1

a 8ste en el sitio activo) atace nucleofflicamente el carbonilo de la ACh,
Los iones hidrégeno inactivan ccmpetitivamente el-OH ce le serina a pH
bajos,y por otro ledo los CH inactivan ccmpetitivnﬁente 8l crupo elecfro-
FIliéd (G2) impidiendo la unién por puente hidrdgeno al oxfgeno etéreo
que es lo que fecilita el cesprendimiento de la colina bor un lado y del
acético por el otro (despuéds del atacue nucleocfflico sobre el cerboniloj.
Cuando se utiliza ATC oue tieme un azufre en luger del oxfgeno etéreo,

es decir que deriva de la tiocolina,le unién puente hidrégeno entre el

OH fenflico y el azufre no tiene lugar,debido & que el azufre es mucho
menos electronegativo que el ox{fgeno.

Pero le polarizabilidad del azufre es suficiente pare romper la unidn
C-S-elquilo (el azufre tiene semejante electronegetividad al czrbono)
después del atacue nucleofflico al carbonilo del acetilo,lo aque no es po-
sible que ocurra con un O-alguil éster por tener una estructura muy
esteble,y recuerir necesariemente de activecidén para ramper esa unidén
(por ejenplo por puente hicrégeno). |

El pH 6ptimo cde la AChE de cabeza cde vinchuce resultd semejante al de

la AChE purificede de cucarachas y menor que el de preparados de cabe-

za de moscas y ce grillos (tebla 10),
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DATOS QUE REPRESENTAN EL pH OPTIMO DE ACTIVIDAD COLINESTERASICA DE

DISTINTAS ESPECIES DE INSECTOS.

FUENTE DE ENZIMA SUSTRATO pH OPTIMO REFERENCIAS
Chadwick et al.,Biol.
CABEZA DE MOSCA ACh 8-9 Bull.,106,139,1954
’ : : Stegwee D.,Physiol.
CUCARACHA(SNC) ACh 7,4 Comparata et Oecol.,2,
241,1951,
Cootetry o miet
. . - - L ] ]
(intestino) ACh 6,5-7,0 75,1950.
CUCARACHA Lord K.A.,Biochem.J.,
(enteras purifica- ACh 7,2=7,4 78,483,1961.
das)
ACh 8 Lee An-Horng,Metcalf
CABE?A-DE GRILLO ATC 8 R.L.,Kearns C.W.,1974,
(purificada) PTA 8 Insect Biochem.,4,267,
CABEZA DE VINCHUCA Ach ’
(purificada) ATC 742
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Ivd) VARIACION DE LA ACUTIVICAD CULINESTEHASICA CON LA TEMPERATURA

Cono es de esperar para una enzima la actividad colinesterdsica de nues-
tros preparados se vio afecteda por le temperzturs. En generel la tem-
peratura 6ptima para la AChE de tejidos de mam{feros esté entre 379 y

ap° ( 26 }» y de acuerdo a Shukuya ( 29 ) y a Wilson y Cabib ( 30 )

el Km serfa independiente de la temperatura.para ésta enzime entre 15° y 30;.
La AChE de mamfferos comienza su inactivecidn & 56° ( 3l ) v se pierde
totelmente a 70°, Las ChEs cde insectos son répidamente inactivedas por

sobre los 55° { 72 ). En nuestro ceso obtuvimos vaelores similares con

los preperados crudos de ChE de cabeza de T.infestans y con los prepe-
"“rados purificados (figure 10]. .

.En le figurs 10 se observa'que tanto con el crudo como con el purificeado
la sctividad aumenta sostenidamente por encima de los 20° hasta lleger

g un maximo @ 45° para la AChE purificade y un méximo @ 50° pars la
ChE de homogenatos crucos de cabeza de vinchucas,Esto estarfa indican-
do una mayor termolabilidad de la AChE en el preperado purificedo gue

en el crudo. Después de los respectivos méximos le caida de actividad

en embos casos con el sumento de la temperatura se hace bastante paralela.
Algo similar ocurre cuando se ensaye la veriacifn de la actividad ChE de
cefebro de abeje y de eritrocitos de tovino con la temperatura ( 178).
En la figura 1l se representa la gurva de inactivecidn por calor de

homogenetos crudos de cabeza de T.infestans sometidos a 50° durente

distintos tiempos., Del andlisis del grédfico vemos oue a los 25 minutos
se pierde un 25% de la activided frente a ATC y BTC y este porcentaje
de inactivecién se mantiene paralelo para ATC y BTC hesta los 90 minutos,
a parfir de donde las curvas se separan hasta llegar a los 150 minutos
donde vemos un 60% de inactivacidn frente a ATC y un 30% frente a BTC.
En principio la actividad colinesterédsice delicrudo se muestra muy
termoesteble,ya ocue recién a los 240 minutos de incubacién a 50° se
observa un 50% de inactivacién frente a BTC y un 73% frente a ATC.

La variacién diferente de las curvas de ATC.y BTC sugieren la presencia
de al menos dos enzimas con termoestebilidad distinta. En efecto a 105.
150 minutos eparece une disminucidn de le ectivided que es mayor frente

a ATC que a BTC,prateblemente debide a una AChE menos termoestable que
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FIGURA 10

CURVAS DE VARTIACION DE LA ACTIVIDAD COLINESTERASICA DE CABEZA
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FIGURA 11
CURVAS DE INACTIVACION POR CALOR A 502 EN FUNCION DEL TIEMPO
DE HOMOGENATOS CRUDOS DE CABEZA DE TRiATOMA INFESTANS
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FIGURA 12

CURVAS DE INACTIVACION POR CALOR A 452 EN FUNCION DEL TIEMPO

DE PREPARADOS PURIFICADOS DE AChE DE CABEZA DE TRIATOMA INFESTANS
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la enzima responsable de hidrolizar BTC (BuChE).

En la figura 12 se representa la curve de inactivacidén por calor a 45°

del preparada pufificado de AChE de cabeza de vinchucas. Del andlisis

de la misma se advierte la menor termoestabilidad del preparado purificeado
respecto del crudo ya gue a los 5 minutos de calentamiento a 45° se elcan-
26 un 52% de inactivacién,efecto que en el crudo se logrd a 50° después
.de 2 horas y media,

En la figura 12 vemos un pearalelismo en las curvas de inactivacién para
ATC y BTC,lo que sugiere la existencia de una séle enzima gque hidroliza

a ambos sustratos,

IVe) ACTIVIDAD COLINESTERASICA FRENTE A DISTINTOS SUSTRATOS

.nLa actividad colinesterdsice especffica fue determinada en hamogenatos
crudos y purificédos frente a distintos sustratos,los resultados obteni-
dos se resumen en la tabla 11, El andlisis de la misma nos incdice que
tanto el homoéenato crudo como el purificndo fueron activos frente a
todos los sustratos usados.Ambos preperados mostraron su mayor actividad
frente a ACh y a ATC lo que se explice por la presencia de una AChE.

S5i se tiene en cuenta la cadena elifdtica del éster de colina vemos

que en el preperado purificado se observa un orden de actividad
aceti1;>propionil>~butiril,anélogo al reportado para AChE purificada

de Blatella germanica (cucaracha) (169 ).

En cambio en el prepcrado crudo se observa una mayor actividad frente

a BCh que a PCh,justificable por la presencia de una BuChE.‘

La APMeCh es un sustrato reportedo por su especificidad para la AChE( 127 )
y en nuestro caso resultd ser un buen sustrato de hamogenztos crudos y
purificados.En cambio la BzCh,conocida por su especificidad pera la BuChE
; por no ser hidrolizada por la AChE de mamIféros(lZ? )y fue sorprendente-
mente hidrolizada por nuestro preparado purificado.

Los tiosustratos enseyndos fusron hidrolizedos por embos preparados

adn el éster neutro PTA .,
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TABLA 11

DATOS QUE REPRESENTAN LA ACTIVIDAD ESPECIFICA COLINESTERASICA DE PREPA

RADOS CRUDOS ¥ PURIFTICADOS DE CABEZA DE TRIATOMA INFESTANS FRENTE A

DISTINTOS SUSTRATOS.

nmoles de sustrato nmoles de sustrato

TIPO DE SUSTRATO CONCENTRACION - —r : 7
min x mg de proteina minxmg de proteina

(M) (CRUDO) (PURIFICADO)

ACETILCOLINA 2 1074 10,9 523,8
PROPIONIL~ > 1074 5,8 301,6
COLINA
BUTIRIL~- 2 1072 7,05 198,4
COLINA
ACETIL, METIL- 2 10”2 6,5 238,0
COLINA
BENZOIL~ 2 1074 5,8 142,8
COLINA

. +ACETILTIO- 5,45 1072 ‘ 10,4 150,0
CQLINA
BUTIRILTIO- 5,45 1074 2,6 9,5
COLINA
FENILTIO- 1 1073 8,6 5,35

ACETATO
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IVF) CCYPGSICICN ENZIMATICA DE LGS PR PARADOS CRUDS Y PURIFICAND

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, Lea actividad enzimética fren-
te a PTA previa inhibicién con eserina IO-SM senala le presencia de
esterasas (no colinesterasas). La inhikticién con pareoxon previa inhi-
biciép.con eserina permitid detecter la presencia de carboxiesterasas
adem8s de las aril + acetilesterasas (172 ).

Respecto al sistema colinesterdsico (eserina sensible) el enélisis de :

1) La activided significativa frente a ATC y BTC (tabla 11},

2) Les curves de actividad especffice vs concentracién de ATC y BTC(figura 5).

'3) La accién de inhibidores m&s o menos selectivos como el SKF-525A,1S0-

OMPA, TEA,Nu~683,y el Nu-125U usando ATC y BTC como sustratos (tabla 8).

4) Laes curvaes de inactivacién por calor a 50° frente a ATC y BTC (figura 11).

representa una buena evidencia de la presencia de sl menos dos ChEs, una

verdadera (tipo-I) y otra seudo-ChE (tipo II),

El esquema de purificecién eplicado sobre este complejo homogenato crudao

simplificé considerablemente 8l contenido esteré&sico. En efecto,el conte-
nido en esterasas(eserina resistentes) se redujo a cero (tebla 5).

El sistema colinesterésico purificado se comporta como constitufdo por

una Unica enzima de acuerdo a las siguientes evidencias experimenteles:

1) Una activided significativa frente a ATC y muy pobre frente a BTC(tebla_ll).

2) Curvas de ectivided especf{fica vs concentracién de ATC y BTC {ocurrien-

do inhibicién por exceso de sustrato en ambos casos) (figura 6).

3) Accién de inhibidores selectivos como el SKF-525A,TEA,IS0-C.PA,Nu-683,
y Nu=125y,usando ATC como sustrato (tabla 8).

4) Inectivacién por calor a 45° usando ATC y éTC como sustratds,siguen
una respuesta paralela (figura 12}, |

De estss evidencins y del resto de la carecterizecibén que se describiera

concluimos cue la activided del preperado purificado de cabeza de T.infes-

tans corresponde a una AChE ( tipo I }.
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Ivg) ANALISIS POR ELECTROFCRESIS EN GEL GE P{OLIACHILAXIDA

A los fines de obfener una mejor informacidn sobre la composicién esteré-
sica de los preparados crudo y purificado,como asimismo de contar con

un criterio de puréza directo para eveluar nuestro preparado purificado,

se ensayl le electroforesis en gel de poliacrilamide,como se describe en

la parte experimental.

_Los resultados obtenidos revelando con aNA el zimograma obtenido de un

preparacdo crudo de cabeze de T.infestans se muestra en la figura 13 ,

En el mismo se pueden apreciér claramente 5 bandas de activided enzi-
mética,indicedas en orden de menor a mayof movilidad electroforética

como 2,3,4,5 y 6.

En corridas electroforéticas independientés hechas con homoéenafos simi-
"“lares se reveld con ATC como se describid en la parte experimental ,obser-
vando en ellas 2 bandas de actividad enzimdtica de las cueles y Una era
también visualizada por aNA (banda 2 ) y la otra de menor movilidad la
que se indicé como banda 1 .

El comportamiento de las bandas frente a embos revelados como esimismo

su inhibicién por eserina y peraoxon se resume en la tabla 12 ,

De acuerdo & ese comportamiento,en dicha tebla se puede observer una cla-
sificacién tentativa de esterasas de acuerda a Holmes y Masters ( 172).
La misma nos indica que las bendas 1 y 2,probablemente las de mayor peso
molec&lar.pueden ser atrituidas a ChEs,les bandas 3 y 6 podrfan clasifi-.
carse como aril y/o acetilesterasas,en cambio les bandas 4 y 5 presentan
un comportamiento de carboxiesterases,

Preparados purificados de AChE de cabezae de T.inFestahs,como ya se descri-

biera.fueron.estudiedos en forma similsr por electroforesis en gel de
poliecrilemida. Sorprendentemente ningunz de las bandas preséntes en el
crudo fueron visualizedas en esfe caso. Cuando se usé gel espécia¢or

para realizar la corrida electroforética cel preparedo purificado,se

pudo visuslizar por aNA que la actividad enzimétice quedaba en el
especiedor sin. entrar 2l gel de corrida, Dadas las caracterfsticas de po-
rosidad- del gel espaciador se puece afirmar que la presencia de una ban-.

da en el mismo estarfa asociada e una enzimz de alto peso molecular
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— cue no tiene la positilided de entrer ai gel ce qorrida(figdfa 15).
Este nueva bande ausente en lcs zimogremes de preperados crudos,serfas la
dnica enzima presente en preperados purificedos,que les evidencias bicquf-
micas ya mencionedas,la sefialan como una AChE,
Este cambio de movilidad electroforética en le banda correspondiente al
preparedo puriéicado podria explicarse en base a observaciones reportadas
.con ChEs de otras fuentes., En efecto,han sido encontradas formas molecu-
lefes mﬁlfiplgs de AChE en todo el reino animal; gusanos (179 ),insectos
(-38 Jypeces( 181) y mamfferos (182 ).
Estes formes moleculeres mdltiples pueden agregarse o desagregarse rever-—
siblemente por una diversidad de factores . Hollunger y Niklasson (182),
trabaJando con AChE de nJdcleo caudado de bov1no encontraron una forma
soluble de Bu.UOU de PM,cuyo elmacenamiento Fprmaba egregedos de 250.000
o SC0.000 y hasta 1.000.000 o mds de PM,
También observaron gue lés tentativas de purificacién de los preparados
de bajo PM sufrieron agregsci6én para dar formas de alto PM.
Por otra paerte,Eldefrawi et al. ( 38 ) trabajando con AChE de mosca extraida
con soluciones de Triton X-100,encontreron que la enzima se agregaba en
bajas concentraciones salines. Ademis encdntraron cambios en ;as bandas
del zimogrema obtenido en gel de poiiacrilemida cuando los preparados
envejecfan. ' |
Estas evidencias reportades,podrfan ayudar e explicer el comportomiento
electroForétlco de nuestro preparado purificado., En efecto,la banda corres-
pondiente a una AChE de slto PM observada en el prepearado burificado
puede ser atribuide a una forma de asgregscién debida al proceso de puri-
ficacién eplicado. Esta transformacién no ofrecerfa dudas en cuento e
la representetividad de este forma enzimética respecto a la enzima de
homogenatos crudos,ya que la agregacién sélo efectarfa al PM y no a.las
propiedades cateliticas,cdmo lo cemostrara Massoulié et el. ( 184 } pera

AChE de Electronhorus electricus,

Respecto al proceso de purificacién ensayado,con el fin de obtener una

informacidn general de la eficiencia del misro,se recurrié a enalizar
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el zimograma reveledo para proteinas tanto del homogenato crudo como del
purificedo, Los resultados obtenidos se muestren en la figura 14,

Cabe aclerer gue la benda oue aparece en todos los zimogramas correspon-
dientes al preparado purificado en el frente de cofrida,no es revelable
camo esterasa ni como protefna y podrfa ser atribuida a 1fpidos y/o
trazes de pigmento,
"El andlisis de los zimogramas deé la figura 1l4,indica una notable simpli-
ficacién de les bzndas de proteinas del honogenato crudo el preparado
purificado,donde s6lo se observa una en el tope superior del gel que
carresponde a la AChE agregada,

TAELA 12

CARACTERISTICAS CE LAS BANDAS PHESENTES EN EL ZI'ADGRAMA DE LA FIGURA 13

Clasificecién ‘Revelado . Inhibicién
BANDAS|naftil acetato ATC Eserina Paraoxon

Colinesterasa I no si si si
Colinesterasa II si si si si
Aril y/o

fcetilesterssa III si na no " no
Carboxi-

esterasa v si no no si
Cerboxi-.

esterasa v si no no si
Aril y/o

Acetilesterasa 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: esquema del

preparado crudo.

a
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V) ACTIVIDAD Y SHLICEPTIEILIDAD DEL SISTENA COLINESTERASICO DE GABEZA

DE THTATU.A INFESTANS A CULNMPUSSTLS CGRLANGFC:FCRAGOS EN FUNCION

DEL DESARRCLLY PUST-EXERIONARIQ,

Va] EVOLUTION DE LA ACTIVIDAD COLINESTERASICA

Es ampiiamente conocido que la actividesd colinester&sica es afectada por
-una variedad de factores entre los cuales podemos citer por su importen-
cia—foxicolégica a la eded,sexo,y etepa de deserrollo del insecto.

Un conocimiento de la influencia de los mismos,podrfa ayudar a interpre-
tar diferencias en susceptibilidad a compuestos anticolinesterésicos.
Respecto al desarrallo post-embrionario de insectos es sabido que el

SNC es remodelado pare desarrollar nuevas funciones ton la incorporacién
de un nuevo répertorio de'comportamiento,asf como tambieén el exoescuele-
.to y la muéculatyra es redimensionada durante la metamorfosis de larva

a pupa y luego a adulto(en los insectos de metamorfosis heteromorfa) o
como en la vinchuca,durante los distintos estadios hasta llegar a adulto
(insectos de metamorfosis holaomorfa).

Esta metamorfosis del SNC puede involucrarj;muerts celular programada,
proliferacién de neuronas y glfa,crecimiento del neuropilo,formacién

de nuevas sinepsis,migracién de neuronas y fusién de ganglios.

En nuestro caso el T.infestans presenta una metamorfosis holomorfa y

aunque la variacién de su comportamiento durante el desarrollo post-embrio-
nario no presenta cambios especteculares es dable esperar una renodela-
cién gradual del sistema nervioso hasta llegar a aedulto.

Del estudio realizado midiendo la actividad colin?sterésica.para los
distintos estadios,surgieron los datos cue se resumen en la tatla 13 y
en la figura 15 , El1 enélisis de estos datos arroja una epsrente contra-
qiccidn en cuanto 2 la forma de expresar la vqriacién de la ectividad
colinesterfésica. En efecto,cuando la actividad.colinesterésica se
expresa por unidad orgdnica ( por cabeza ) como se aprecia en la figura
15 , la misma crece durente el desarrollo post-enbrionario hasta llegar
a adulto, En cambio cuando lea activided enzimética eSS expresada por peso

de cabezes en mg,la tendencia es exactamente la opuesta,es decir decrece
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FIGURA 15

CURVAS QUE REPRESENTAN LA EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD COLINESTERASICA
DE HOMOGENATOS DE Triatoma infestans FRENTE A LOS SUSTRATOS:

ATC ¢-0--0-) BTC  (-X--X-)EXPRESADA POR CABEZA Y ATC (—O—),BTC (—©—)
EXPRESADA POR PESO DE CABEZA,EN FUNCION DEL DESARROLLO
POST-EMBRIONARIO.

I II IIT Iv v VI(adultos)

ESTADIOS
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desde ninfa I hasta adulto. Estas tendenéias son mucho mayores y marcadas
en la AChE que en la BuChE, Este ‘hecho estar{a justificado,dado cue la
AChE es casi la dnica ChE en el SNC qgue aumenta significativamente duran-
te el deserrollo del mismo,debido a que estd asociada a las neuronas y

a la glfa las cuales aumentan mitdticamente a través del desarrollo post-
embrionaria. |

Vb) EVCLUCION DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE LA CCLINESTERASA A INHIBIDCRES

_ GRGANUFUSFATOS
Albunos aufores piensan que el fenémenoc de resistencia en insectos,tan
difundido hoy dfa,se podria explicar en parte por modificaciones en la
susceptibilidad de la enzima "target" de_los insecticidas OP, Esto hace
importente el eétudio y caracterizecién de estoé sistemas "target“ en los
insectos plaga. .
0'Brien et al.(lBS ) reporteron gque una cepa de mosca resistente,fue 1500
veces menos susceptible a un insecficida oP (Habon} que una cepa normal
de la misma especie, Esta variacifn tan notable,se debid a las diferentes
caracterfsticas de las respectivas AChEs.
Brattsten y Metcalf (186 } consideran distintos factores que podrfan jus-
tificer diferencias de toxicidad de cerbamétos con le edad de los insec-
tos en distintas especies de moscas. Entre las causas estudisdas figuran
variaciones en la susceptibilidad ée la ChE & los insecticidas anticoli-
nesterédsicos,
Es obgia la importancia toxicalﬁgica del estudio de las variaciones de
las enzimas "target" en cuantoc a su susceptibilidad frente a inhibidores,

En la tabla 14 se recopilan los valores de 1 para paraoxon,malaoxon y

50
DDVP caelculados en ChE de cabeza de vinchucas en distintos estadios de

su desarrollo post-ersbrionario,como asimismo en adultos de distinto sexo,
distinta edad y distinto estado nutricionel .

Como se aprecia en la teblé 1l4,no0 se encontreron diferencias significeti-
ves para los fosfatos ensayados. Siendo en general el paraoxon el més activo,
Estos resultocdos muestran que las variaciones de susceptibilidad del in-
secto en sus estadios de desarrollo no pueden ser atrituidas a modifica-

ciones en le enzima "target" cue le hagan méds o menos susceptible a laos

inhibidores.
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TABLA 14
DATOS QUE REPRESENTAN LA VARIACION EN LA SUSCEPTIBILIDAD DE LA

COLINESTERASA DE DISTINTOS ESTADOS DEL DESARROLLO POSTEMBRIONARIO,SEXO,

LA EDAD,y EL ESTADQ NUTRICIONAL DEL Triatoma infestans A LA

INHIBICION POR PARAOXON,MALAOXON y DDVP EXPRESADA COMO "I_ ".
I50 (Molar)

ESTADIOS PARAOXON MALAOXON DDVP

IT 2,1 107° 0,5 107 4,0 1075
III 1,1 10°° 1,5 10~ 2,0 1078
v 1,1 107° 1,5 10~° 3,8 107°
VI 1,1 10~% 1,5 10~° 4,0 10~
(Adul.tas '

. -6 -6 -6
recién mudadas) 1,1 10 1,5 10 4,0 10
VI .
(5 meses de 1,2 10~ 1,5 107° 4,0 107°
edad,y recién
comidos)

VI
-6 -6 -6
(5 meses de edad 1,2 10 1,5 10 4,0 10

y 15 dias de ayuno)

. —— -
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VI) 40CT DE ACCIUN DE LOS CUVPUEITUS ORGANLFUSFURADCS EN TRTATGMA INFEST/NG,

0'Brien (157) describié la cadena ceusrl de eventos cue conducen a la muer-
te por CP en memiferos de la siguiente forma: 1) Inhibicién de la ChE ,

2) Acumulecién de ACh,3) Interrupcién de la funcién nerviosa central o
periférica,4) Falla respiratoria y 5) Muerte por asfixia,

El enumer6 los mecenismos involucrados en la muerte como broncoconstriccién,
.descenso de presién sanguinee,bloqueo neuromuscular de mdsculos respirato-
rios y falle del centro respiratorio.

Mengle y Casida ( 1€8) demostraron pera 12 de 17 compuestos OP ensayados,
que el tienpo de méxima inhibicién de ChE en moscas tratadas coincidié con
el tiempo de muerte. )

Sin embargo Hopf y Taylor { 185) reporteron que la ChE dél nervio de la
~-langosta puede ser totalmente inhibida por un OP y el insecto adn no
demostrer estar afectado,

Parece no tener chance que le inhibicifn de cuelouier otra esterasa,como
las eliesterascs,puedan resultar la causa de intoxicacién en insectos( 190).
Existen muchos otros datos que avalan y contradicen la teorfa anticoli-
nesterédsica de los OP en le intoxicacifn de insectos,pero el balance de
evidencias hasta el presente soporta el punto de vista que la inhibicién

de la ChE en mam{feros es andloge a lo gque ocurre en insectos,

Van Asperen ( 191 ) dice que debe tenerse en cuenta que para prober que una
susteﬁcia debe su toxicidad a la inhibici6én de una enzima,es neceserio
verificar: 1)gue tiene una fuerte accién inhibitoria "in vitro" sobre la
enzima,2) que esta enzima en el insecto vivo estéd realmrnte inhibida en

el momento en que aparscen los sIntomas de intoxicacién,.

Con el fin de verificar una posible correlacifn entre le inhibicién "in vivo"
de la ChE de cerebro de vinchucas y la sintomatologfa de envénenamiento

por CP se realizé la siguilente Experiencia. Seleccionamos 90 vinchucas
machos ,ayunadas durente 14 dfes y fueron elegidas por pesos entre 100 y

200 mg,fueron tretadas por aplicacién tépica como se describié en la
seccién Materiales y Métodos .con peratidn en una dosis 12,5 ud/gr .

La dosis usede correshondid a 10 veces la LDSU determinada en hembras,con
el fin de poder evaluar el proceso de intoxicacidn en un lapso que favore-

ciera la abservacién ( sproximedemente 9 horas] .
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Los insectos tratados se dispusieron en 10 cristelizadores de vidrio de
10 cm de diémetro a razén de 9 insectos por recipiente,colocando papel
plegado en cada uno de ellos a los fines de evitar conteminacién acci-
dental de cabezas por contacto con abdémenes topicedos.

Se realizé una observecién detellaeda del comportamiento y sintomatologfe
de los insectos tratecdos comparédndolos con el grupo control,

Después de intervalos de una hora,se separaron 9 insectos al azar y se los
congeld a =16°C por 3 minutos,luego de lo cual ss los sometid a lavado
con aéﬁtona para eliminer posibles vestigios de insecticida no psenetrado

y luego se los lavd con agua destilada para eliminar.la acetona,

. Con los insectos secados con-pepel de filtro se realiéarQn 3 homogenatos
de 3 cabezas ceda uno en 0,2 ml de solucién de ClNa 0,5M. Soﬁre aichos
”ﬁrenarados se efectud la medicién de la actividad ChE de cabezas de winchu-
cas y determinacién de protefnas. En los casos en :que se observé muerte
los insectos fueron inmediatamente congelados e -16°C para la corres-
pondiente datefminacidn de actividad ChE,.

Se adoptd como criterio de muerte la immovilided del insecto,las patas
recogidas y cruzadas sobre la parte ventral y total falta de respueste a
estfmulos por contacto fisico y luminosos.

Los tiempos individuales de muerte fueron registrados,siendoc su promedio
7 horas y 3 minutos con una desviacién standard de 1 hora y 24 minutos .
Los resultados obtenidos son presentedos en la Tabla 15 y en Ya ficura-l16.
El estudio sobre el efecto téxico del insecticida eplicado,se basg en las
observaciones de las respuestas ffsicas y el comportamiento de los insec-
tos tratcdos.

En la: dosis ensaysde aparecieron los caracter{sticos sfntomas de los
venenos nerviosos aque se pueden describir en cuatro estadios:

1) EXcitacidn,2j Conwulsiones,8) Parélisis,y d] Muerte,

El primer sfntoma de intoxicacidn aparece después cde un cierto lepso aue

se llama perfodo latente que en nuestro ceso fue entre 3 horas 30 minutos

y 4 horas. Estos perfodos letentes prolongados estén indicendo general-

mente la penetracién del téxico y la subsiguiente conversién metabdlica

del compuesto "in vivo" a una forma mds téxica.
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La comparacién de los tiempos pelativos en los distintos estadios de la
intoxicacién indicen la naturaleza del envenenamiénto,como accidn peralf~
tica o estimulante. En nuesiro caso el perfodo de excitacién es mayor que
el de parélisis como puede observerse en lg figura 16 .

La excitacién.es precedida por unperfodo en el que el insecto aparece
ingquieto y esto Se manifiesta por los tipicos movimientos de"limpieza®
que cqnsisten en limpiarse las antenas u otras partes del cuerpo con la
bocé,actividad gue no fue observada en la vinchuca.

La-excitacidn puede reconocerse generalmente por los movimientos frenéti-
cos del insecto,en vinchucaes esto es muy notable ya que tiene como todos
los hemipteros hébitos muy perezosos,

Después de la e#pitacién y antes de las convulsfones,los insectos tratsados
presentaron claros sintomas de incordinnciﬁn: aue podrian provenir de

una perturbacién nerviosa central. -

En el perfodo de las convulsiones ée observen rédpidos movimientos de las
patas,caomo debida a fibrilacién muscular,despliegue de las alas,mayor
duracién de la relejacién del rostro (que vulgarmente podrfa describirse
como "pico extendido").

En cuanto a las convulsiones observadas_pafecieran distinguirse das tipos
diferentes. Las primeras en aparecer son répidas contracciones y relajacio~
nes de las patas acompanedas a veces por similares movimientoé de rostrd
y antenas, Las segundas se caracterizan por lentas y sostenidas extensio-
nes deilas patas,que producen'una anormal elevacidén del insectolsobre

el par de:patas traseras.

Estas dos clases de convulsiones recuerdan las definidas en mamfferos
intoxicados por OP ( 77 ). Las primeras descriptas como clénicas o
corticales caracterfsticas de la accién de la estricnina y las segundas
ténicas o meduleres propias de la intoxicacién por curare ( 12},

En la figura 16 se repréﬁentd la Actividad especfficea colinesterdsica
en funcién del tiempo de intoxicacién. Hastes le cuarta hora no se observé
un decrecimiento significativo de la activided enzimdtica ,el andlisis
estadfstico de estos datos eplicando el test de Student dio un p>».0,5

indicativo de que no hay diferenciaes entre ellos .

s pe . meme s T .

-
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TABLA 15 DATOS QUE REPRESENTAN EL PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD COLINESTERASICA DE

CABEZA DE TRIATOMA INFESTANS EN FUNCION DEL TIEMPO DE INTOXICACION POR PARATION.

TIEMPO ACTIVIDAD ESPECIFICA ACTIVIDAD ESPECIFICA

PROMEDIO + ¢~
(horas de nmoles de ATC/min x mg proteinas INHIBICION (*) SINTOMAS
intoxicacion) 10 20 30
0 2,85 3,36 3,62 3,26 £ 0,39 0 - normal
1 3,70 3,56 3,59 3,62 + 0,06 0 "
) 2 2,88 3,00 3,49 3,14 H.o,ww 0 "
L
o 3 2,10 2,88 5,14 3,36 + 1,58 0 "
ot
. 3,5 3,72 4,17 3,36 3,75 + 0,42 0 inquietud
4 3,30 2,85 3,72 3,30 + 0,61 0 excitacidn
5 0,87 2,16 1,74 1,58 + 0,65 53,4% incoordinacidn
y convulsiones.
-6 1,00 0,97 1,00 1,00 + 0,03 70,5% convulsiones y
paralisis,
tiempo de .
: 0,26 0,52 0,29 0,36 + 0,26 89,4% muerte
muerte = _ :
(#)

(*) Referido a la actividad promedio para los datos obtenidos hasta las 4 horas de H:doanmnwms.

considerados, como nivel de actividad normal (3,39 + 0,23 nmoles de ATC/min x mg de proteinas)

(#) tiempo de muerte promedio = 7 horas 3 min. + 1 hora 24 min.
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La activided observada luego de 5 hores de intoxicacién muestra un decre-
cimiento significetivo ( p<U,05 ) que se continué hasta el tiempo de muer-
te cu}o promeciio fue de 7 horas .

Con los datos de actividad espec{fica qbe no mostraron diferencias signi-
ficatives ( de 0 a 4 hores , p> 0,5 ) se obtuvo el veler medio,el cue se
toméS como €l nivel normal de activided ChE en el insecto. En base a este
valor en la Tapla 15 se represents el porcentaje de inhipicidn en funciédn
del tiempo de intoxicecién , B

A pesar que los primeros sIntﬁmas eperecieron entre les 3 horas y media

y les 4 hores,no se observd pares estos tiempos inhibicién de la activided
ChE' . Recién en la quinta hora,cuando los insectos manifiestan "Knock down"
y convulsiones,le inhibicién de la actividad ChE se bace detecteble (53,3%).
Plepp y Bigley (193 j observeron méxima inhibici6n de ChE en mosces trata-
das con una dosis de malation y peration igusl a la LD50 de 50~6U% y 69%.
respectivamente, En el mismo trabajo se reporté que la inhibicién méxima

de ChE dependia de la dosis epliceda. -

En nuestro experimento a la sexta hora de intoxicacién todos los insectos
estaban efectedos,le mayor parte de ellos con convulsiones o0 paralizados

y la actividid ChE hebfa descendido a un 29,5% de la activided normal,

. Al tiempo de muerte prcmedio observedo (. de ? horas y 3 minutos )} la acti-
vicad ChE 1llegé a su valor mfnimo que fue de 10,5% del valor ncrmal, es
decir un 89,5% de inhibicién, i |
Nuestros resultadbs son consistentes con las observaciones de otros auto-

, res respecto a una corrselacién entre evence progresivo de la intoxicacién

manifestada por sintomas carecterfsticos y le inhibicién de le actividad

ChE dn la cabeza del insecto.

Metcalf y March ( 89 ) intoxicendo abejes con paration y TEPP observeron

en generai que un 50% de inhibicién conducfa a'hiperexcitabilidad,BS% a

"knock down",5u% & parélisis y 98% a muerte .

Mengle y Casida (188 ) intoxicendo moscas con Sarin encontreron similar

correlacién de sintomatologfa e inhibicién de la ChE de cabeza de moscas.

Cabe destocar que no s6lo en cerebros de insectos ha sido observada una

correlacién entre le inhibicién de le ChE y el proceso de intoxicacién por OP,
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Booth y Metcalf ( 180) demostreron en mosces mediante técnices histoquf-
micas que parece ser més critice la inhibicién en téfrax que en cerebro.
UK y Himel ( 1S5) encontraron inhibicién progresiva en el tiempo trabe-
Jando con térax de moscas intoxicedes con un tiofosfato (Clorpirifos).

En su trebajo de tesis Booth estudié mediante técnicas histoqufmices la
inhibicién ChE en distintas especies de insectos intoxicados con OP,

El concluye que no parece hsber una regla general respecto el sitio més
cr{tico esociado a causa de muerte,

En nuestro caso medimos la inhibicidén en ChE de cabeza de vinchucas ya que
en la mayor perte de los insectos.en los que se estudié intoxitacidn por
P "in vivo" se gncontraron muy buenas correlaciones entre le sintomato-
logfa del avance denla intoxicecibén y la cafca de la actividad ChE en -

cebeza, Por otra parte los hébitos hematéfegos del T, infestans complican

la interpretacidn de la inhibicidén de la ectivided ChE en térax, -

La bibliogreffa sobre inhibicién enzimética correspondiente al tiempo de
muerte reportéd porcentajes variableé.indicando en generel una inhibicién
masiva,Inclusoc en algunos casos,distintos compuestos a difgrsntes cosis
producfan porcentejes distintos de inhibicién ChE &l tiempo de muerte.
Aparentemsnte no existirfa una inhibicidén determinada correspondiente al
tiempo de muerte. A la luz de recientes hallazgos este hecho pocrfa inter-
pretarse como que la cause de muerte podr?a estar asociada a la inhibicién
de determinada isoenzima de la AChE m&s crfitica para la vida del insecto.
0'Brien et sl. ( 185 ) y Zettler y Brady ( 194) trabajendo con térex y
«cabezas de moscas seperaron'por electfoforesis en gel de poliacrilemida
distintas isoenzimas de la AChE cuya inhibicién en insectos intoxicados
con compuestos OP variaeba,

Por otra parte Booth-Metcelf encontraron por histoguimica en mosces trata-
das con Ub que la inhibicién de la ChE periférica del genglio torécico
tiene una importancia crftice en el envenenamiento del insecto.

Este hecho pocrfa hacer pensar que ademds de le posible importeancia de
diferentes isoenzimas como punto cde ateque critico de los OP,la AChE de
determinedas freas del SN podrfan tener una particuler importencia en re-

lacién con la sintomatologfa y muerte de los insectos intoxicados,
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A los fines de aobtener una informacidn més detallada de le inhibicién co-

linesterdsica "in vivo" de los T.infestans intoxicedos por paration

se realiz6 un endlisis de los homogenatos crudos de cabezas por gel de
poliacrileamida en los insectos intoxicados,

La figure 17 ﬁuestra el zimograma revelaco con eNA,broveniente de los
insectos intoxicados con paration al tiempo de muerte y comparativamente
él zimogrema correspondiente a un.grupo de insectos control realizado
en -las mismas condiciones.

Le compsrzcidn de embos zimogremas muestra la inhibicién de las bandas
II,IV y V en los insectos intoxicacos. |

Este hecho se encuadré dentro de lo esperado ya qﬁe nuestra hipétesis
de trgbajo sobre causa de muerte considera el ﬁetaﬁolismo de paration

e paraoxon y la subsiguicnte irhibicién de-la colinesterasa por é1
mismo., |

Esta inhiticidn se menifiesta en el zimogrcma,én la desaparicidn de

la banda II. Le desaparicién de les bandas IV y V,si bien no estarfan
ligadas a la causa cde muerte representan una lesidn bioguimica esperede
ya que corresponden a esterasas sensibles el paraoxon,como se demostré

-

por inhibicidn in vitro.

Las bandas III y IV permanecieron inalteradas en los homogenadtos de
insectos intoxicados por paration. Este hecho puede considerarse légico
ya qué estas mismas bandas no'fueron susceptibles a la inhibicién por
paraoxon in vitro,lo que motivd su clasificacidén como aril'y/o acetil-
esterasas de acuerdo a Holmes y Masters(172).

Con el objeto de complementar los estudios sobre causa de muerte del

Triatoma infestans intoxicado con organofosforados en este caso paration,

se 1llevé a cabo un estudio histoldgico del ganéiio supraesofagico de

ninfas V de insectos control e insectos tratadose.
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FIGURA 17

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE PREPARADOS CRUDOS
DE ACETILCOLINESTERASA 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.




Como sabemos los insecticicdas sintéticos modernos,entre los que hallamas
los OP,han revelado que causan la muerte de los insectos tratedos por su
accién a nivel del SN,

Los estudios tistopatoldgicos pueden proveer una respuesta a la causa de
muerte y al sitio de accién de un téxica.

Es importante investigar de qué manera,a cué velocidad y en qué orden
ocurfb‘un cambio patolégico y se extiende,

En general la histopatologfe de insecticidas en insectos es sorprencente-

mente escasa (196 ),en nuestro caso tratemos ninfes V de T. infestans con

un film de Paration que contenfa 18 ug/cmz; A las 6 Horas de estar expues-
.tos los insectos al insecticida,se comenzaron a noter,blaros sintomas de
incoordinacién nerviosa . Entonces se sacrificaron las ninfaé,se.les sepa-~
.fﬁ le cabeza‘y se procedid a la diseccién de los cerebros bajo lupa en -
solucién fisioclégica,se fijaron en solucién BUIN,se deshidrataron en solu-
ciones de alcohol de concentracién creciente,se incluyeron en parafina y
se hicieron los cortes de 3 micrones (longitudinales) con micrétemo,luego
la tincién de los preparedos se hizo con hematoxilina-eosina.

Con el grupo de ninfas control,se procedid de igual manera.

De la observacidén al microscopio de los cortes del grupo control,se edvier-
te le zona periférica correspondiente a la corteza del cerebro donde se
hallan los cuerpos celulares de las neuronas con sus nucleolos y craomatina
concentreda (color azul,por la hematoxilina que es acid6file y el citoplas-
ma de color rojo por la eosina cue es baséfile),en el centro vemos el
neuropilo o médula cde corresponde a la zona de los axones;donde se lleva
a cebo la integracién nerviose,que presenta una tincién muy pareja y se
ogbserva claramente el ordenamiento de laes fibras, figura 18,

En los preparados de les ninfas tratadas,sacrificadas al tiempo en que
demostraron incoordinacién nerviosa,se aprecia claramente en la corteza
nicleos vacuolizados y cronatina dispersa juntamente con nucleolos sueltos,
En la médula notamos tincién despareja,vacuolas,egujeros por existencia

da gotas de grasa(con rsta tincién no se revelan) y desorden generelizado

. en las fibres, figura 19,




Como resultado de aesta exparientiq podemos decir cue en cierta manera de-
mostramos una correspondencia entre el dafio tisular (o histopatologfa)
del sistema nervioso més exactamente en el cerebro de las ninfas V de

T. infestens con la sintomatologfa de incoordinacién nerviosa producida

por tratamiento ton un insecticida OP (paretidn).

Aichards y Cutkamp ( 197} crefan que los cembios histopatoléyicos visibles
inducidos en los nervios por tratemiento con insecticidas aparecian muy
terdfos post-mortem,

Més elléd de las discrepancies de los distintos puntos de vista y yendo al
significado de este tipo de experimentos,es necesario aclarar qﬁe serfa
poco étinado no otorgarle algdn velor a los cambios-histopatoldgicos obser-
vadogyen insectos intoxicados,al menos cuando Ee los compara con insectos.

no tratados.
De todas maneras y refiriéndonos a'los efectos observaaos debemos compren-—
der que 1o aue uno esté observando en este tiﬁo de estudios es un tejido
que ha sido mestado y en el que inexorablemente algunos camblos post-mortem
han ocurrido ya. Por lo tanto cuando pretendemos estudiar el efecto de

un téxico de esta manera debemos tener &sto bien en cuenta,

En general en los estudios de causa. de huerte la evidencia experimental

de ésta es obviamente tardfa,y se pasa de lo vivo a lo muerto sin posi-
bilidad intermedia. Es decir podrfe suceder gque se interpretera como
causa lo que en definitiva es sfecto,

Finalmente podemos concluir que en el envenenamiento de vinchucas por
paretidn.encontramos un efecto histolégico notable a nivel de ganglio
supraesofégico que podemos resumir en dos palebras:Plasm&lisis y Croma-
t6lisis,

Plasmélisis implica destruccién del citoplasma y pered celular,mientras
que Cromatélisis significa desintegracidn y disforaidn del material

cromatinico del nidcleo,



-141-

FIGURA 18 y FIGURA 19

e

HISTOPATOLOGIA DE CEREBROS DE NINFAS V DE TRIATOMA INFESTANS
INTOXICADAS CON PARATION.

Figura 18 : corte longitudinal de grupo control (magnificacidn:320x)

Figura 19 :, corte longitudinal de intoxicados (magnificacidn:320x)
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VII) TOXICIDAD DE L3S COMPUELTOS ORSANGFOTFCRADDS EN THRIATOMA INFESTANS

Como se ha descripto extensamente en le introduccidn de este trabajo,
resulta ampliemente aceptado oue los compuestos GP matan vertebrados e
inver tebrados por la inhibicién de la ChE,con la consecu;nte interrupcidén
de la conduccién nerviosa y acumuleci6n de ACh en las terminales ﬁe los
nervios,

Nosotroé estudiemos la accién ietel de 16s insecticides OP éomerciales;
paration,malation y DDVP a través de la dosis letal 50 por aplicacién
‘tdpica en vinchucas.,

Paralelemente se ensay® la toxicidad por inyeccidn intrecelomidtica de los
correspondientes metabolitos activos:paréoxon,malaoxon,y'nueyamente el
DOVP que es de por si inhibidor directo,

Estos.ensayos tuvieron como objetive obtener une informacién cuelitativa
de clmo pueden influir algunos de los pasos bésicos de la intoxicaci®n

del T.infestans con compuestos OP,scbre la accibén letel de los mismos,

Estos pasos bésicos son: a) Penetracifn: proceso por el cual el téxico
atraviesa la cuticula y alcenza la hemolinfa.

b) Metaboliémo Activante: pgoceso par el cual los comnuestos tiofosfatos
_son oxidados a fosfatos ( )B-—*»)B- ) por las oxidesaes de funcién mixta
microsomeles de insectds(los_fosfatos son los verdaderos inhibidores de
la ChE).

c) Metabolismo Degreadente: proéeso por el cual el téxico es hidrolizado
Qor_distintos sistemas enzimAticos que_ld convierten en metabolitos inactivos,
aj Ataque al “terget“e proceso por el cual el téxico o su metabolito
activo penetran 21l SN y se une a la AChE.

En le tebla 16 se resum:n los valores obtenidos de inhibticidn de la ChE
de cateza de vinchuca y de accién letal sobra.el insecto adulto,

Los valores de inhibicidn son infuormados como iéO sobre homogenato crudo
de cabeza y constante bimoleculer de inhibicidén obtenida con homogeneto
crudo y enzima purificada,reportéindose tambien la I<i calculaeda g partir
de le I__ por la ecuacién gue vincula a anbes ( ki = 0,695/t x I50 )

s0

El velor de acclién letel corresponde a la LD__ de peraoxon ,meleoxon y

50
DDVP,obtenida por inyeccién intracelomfitice como se describe en Materiales



y Métodos. Respecto @ los parédmetros utilizados para medir inhibicién
(I5U y ki) cebe destacar que aunaue ambos valores estén vinculados por
una relacidén matemdtica ( kiu 0,695/t x 150) pueden determinarse experi-
mentalmente en forma independiente,

Actualmente se prefiere usar el Qalor de ki por ser mds representativo
de la reaccién de inhiticién, Por otra parte la literatura mds antigua
abunda en datos de ISU que No siempre son comparables entre sf,ya que‘no
hay un criterio uniforme para el tiempo de preincubacién , que condiciona
el valor determinaco,

Nuestras determinaciones experimentales de'ki arrojaron valores de 1ln AO/At
en funcifn del tiempo (tablag 17 y 18) cuya linealidad fue excelente
(ficures 20 y 21). Cuando se trabajé con homagenatos crudos (tabla 17)

"fue necesario agregar Triton X-100 &l 1% para le obtencién de funciones
lineales (figura 20),hecho ya reportedo para similares determinaciones
efectuadas sobre ChE de cabeza de mosca (198 ) ( 163 ) .

En el caso de les determineciones de I g los valores de porcentaje de

5
inhibicién y pI (tabla 19) tambien mostreron una correcta relacién

lineal (figura 22).

El andlisis de los resultados de lé tabla 16 permite veriaes observaciones.
En primer lugar se debiera tratar de establecer una correlacién entre la
accidn letal de cada compuesto y su capacidad de inhibir la ChE de la
cabeza del insecto,comp se encontrara en moscas con distintos inhibido-
res directos (orgenofosfatos) (199 ) y ( 200) .

En nuestro experimento tratamos de minimizar la influencia de la penetra-
cifn y el metabolismo,utilizando inhibidores directos y aplicéndolos por
via intracelomdtica. Dedo el escaso ndmero dg compuestos utilizados

s6lo se pretencié una estimacidn cualitativa de la relacién inhibicién-
étoxicidad.o sea tratar de verificar si bUEHOS’inhibidOTES de la ChE del
insecto estudiado son activos como insecticldas . '

En efecto,se puede apreciar que en todos i1os casos (tabla 16) los compues-
tos enséyados resul taron muy buenos inhibidores de la ChE de cabeza de
vinchuca,con valores de I5U y ki de similar orden,lo ocue se reflejé en

la toxicidad de los mismos,como lo demuestran sus valores de LD50 intra-

celomé&tica.
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Otra interesante observacidn cue surge de la tebla 16,es el cambio que
experimentan les respectives constantes de inhibicién bimolecular cuando
se las determina sobre el sistema colinesterdsico purificado respecto de
les obtenides con homogenatos crudos.

En efecte,las Ki sobre preparados purificedos resulteron aproximadomente
50 veces m&s altes. Si bien este hecho podrfa ser interpretedo por la di-
- ferente composicidn esterd&sica de embos preparados,como se describe en

la Seccién IV de este trabajo,se debe tener en cuenta que se agregé 1%
de Triton X-1CO a los homégenatos crudos,con’el fin de linealizar la res-
puesta y poder obtensr el valor de ki . El agregado del detergéﬁte pddria
provocar una proteccibén de la enzima,como ye fqéra reportado-pera la ChE

de cabeza de mosca ( 142). . _

En la tsbla 16 se informan tembien las ki calculadas e partir de los va-
lores de I50 segin la ecgacién ki=10,695/t.1SU .

Estos velores resulteron en muy buena coincidencia con las k, experimen-

i
tales para el malaoxon y paraoxon,no es{ para el DDVP cuya ki calculada
resulté 2,4 veces mayor que la obtenida experimentalmente.

En cuanto a los valores de 150 obtenidos en nuestro caso,resultaron meyo-

res que los reportacos por la bibliografia para la ChE de cabeza de mosca,

como se resume a continuacién:

b
I50 (tiolar)

Mosca(“j Vinchuca
Maleoxon 6 10°° 1,5 1070
Paraoxon 1,1 10-7 1,1 ll’J-_6
DDVP 0,5 107/ a10°

(°) van Asperen K,,Nature,181,355,1958,

A los fines de intentar evaluer cuelitativemente influencies de otros
pasos del proceso de intoxicacién,se ensayd la taxicided por tépico

de los inhibicdores indirectos;paration.y malation cuyos metsbolitos acti-
vos,paraoxon y maleoxon fueron ensaycdos por via intracelom#tica.’

Tembien el DDVP que es un inhibicdor directo fue evaluado por aplicacidn

tépice.



Se utiliz6 el método de Litchfield y Wilcoxon (118) para el célculo de

Su
En cambio se aplicé el método de Weil (119 pare calcular los valores de

las LD_ del psraoxon (figurae 23),maleoxon (figura 24) y DOVP (figura 25).

LDSU por tfpico del paration,maletion y DUVWP. Los resultados obtenidos
con estes Ultimos se . resumen a continuecién,como asimismo y con fines

comparativos los valores cue le bibliograffe informa pera Musca domestica,

Lo, (tépico)

ug/gr
Vihchuca Mosca ) Referencias
. Paration ’ 12,5 0,93 (a)
Malation 32,0 30,0 (b)
DDVP 26,5 0,6 (c)

(e) Eto M, ,Orgencphosphcrus Festicides:Crgenic end Biological,I8?4.,CAC Press
(b) O'Brien R.D,,Insecticides:Action and Metabolism,Acad.Press,N.Y.,
pag.262,1967.

(c) Heath D.F.,0Organophosphorus poisons,Pergamon Press,pag.222,1961,

Los 3 compusstos ensayedos por tépico muestran el mismo orden de toxici-
dad,siendo el mfés activo el paration.'Authe les complejes interrelecio-
nes existen en el procesoc global de intoxicacidn,en su meyorfa no fueron
evaluadas, Estos fesultedos sumados a los valores de LDsO intracrlomético

de los inhitidores directos (tabla 16) permitirfen suponer due el pasa

de conversidn \ﬁ g (metebolismo activente) no serfa un paso
: ’

Pe 4 }P-
limitante para la accidén letal de los inhibicdores indirectos;

€n efecto,la L05 obtenida por tépico para el‘DDVP,cqnpuesto cue no recu‘ere

0]
'bioactivacidn,es 100 veces mayor que le obtenida por via intracelbmética,
factor que podria ser atribuido a la menor eficiencia de penetracidn,

El factbr 100 mencionado pera el DUVP,que representerfa la menor eficien-
cia de penctracién en el emsayo por tépico,se mantiene tanto en el mala-

tion como en el paration,a peser cue en ecste ceso estemos comparando el

precursor 0 inhitiidor indirecto (melation y peration) con el metabolito
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activo o inhibidor directo (maiaoxon y paragxon),
Es esta comparacidn la que sugiere le eficiente transformecién del
mélation y paration en malaoxon y paraoxon,responsables de la accién

letel,

De la comparacién de los valares cbtenidos de'LD50 por tdpico en T.infes-

téns con los que la bibliograffa menciona pera Xusca domestica surge

gue el paration y DDVP resultaron mucho més téxicos en moscas que en

vinchucas., Mientras que el malation tiene el mismo orden de toxicidad en

embas especies.

ta i B T o it
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TABLA 16

DATOS QUE REPRESENTAN LA ACCION LETAL SOBRE INSECTOS ADULTOS Y LA POTENCIA INHIBITORIA SOBRE LA ACTIVIDAD
COLINESTERASICA DE CABEZA DE Triatoma infestans DE LOS ORGANOFOSFATOS:PARAOXON,MALAOXON y DDVP.

. -1 . -1 =1 . -1 -1 . =1
COMPUESTO LD, Ico (M) Plc, k, (M "min 7) ks (M- "min ) k. (M "min 7)
intracelomatica  homogenato homogenato (crudo) (crudo) (AChE purifica
‘ug/g " crudo crudo calculado segin: Experimental da)
_.n.Huo...mmm.. Experimental
H.Hmo
MALAOXON 0,10 1,5 10°° 5,82 3,08 10*% 2,94 1074 1,45 10%°
PARAOXON 0,35 1,1 107° 5,96 3,18 10*4 3,0 104 1,25 10*©

DDVP 0,19 4,0 10” 5,40 1,80 10*4 0,75 104 3,10 10*°
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TABLA 17

DATOS QUE REPRESENTAN LA PERDIDA DE ACTIVIDAD COLINESTERASICA
DE HOMOGENATOS CRUDOS DE CABEZA DE Triatoma infestans(con 1%
de Triton X~-100) CON EL TIEMPO DE INHIBICION POR PARAOXON 10-6M

MALAOXON 10™®mM y DDVP 10~%m . -

TIEMPO A AO/At 1n_AO/At
(min.)
0 64 1 0
PARAOXON >3 1,16 0,15
: 8 50,5 1,27 0,24
10 47,5 1,35 0,30
0 64 1. 0
0,09
MALAOXON 3 58 1,10 ,
' 5 55 1,16 0,15
7 52 1,23 0,20
0 63 1 0.
0,05
DDVP 60 1,05 ,
12 58 1,10 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 CABEZA DE Triatoma infestans CON EL TIEMPO DE INHIBICION POR
PARAOXON 10"7M,MALon0N 10'7M,y DDVP 5%x10° M .

T%i?i?) A A /A, In A_/A;
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
56 1 0
34 1,65 0,5
MALAOXON 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
DDVP 5 26 2,15 0,77
8 16 3,50 1,25 .

11 10 5,60 1,72




TABLA 19

DATOS QUE REPRESENTAN LA PERDIDA DE ACTIVIDAD COLINESTERASICA DE
HOMOGENATOS CRUDOS DE CABEZA DE Triatoma infestans POR INHIBICION
A TIEMPOS CONSTANTES DE DISTINTAS CONCENTRACIONES QE PARAOXON,

MALAOXON y DDVP.

(1) pI % Inhibicién
Molar -
0,5 107° . 6,31 20,
7z b " \-6 - y
PARAOXON 1,0 10;6 6,0 43
(20 min.) 1,1 10 5,96 50
' 1,9 10~ 5,72 78
- -6
0,5 10 6,31 15
-6
MALAOXON 1,0 10.-6 6,0 34
(15 min.) 1,5 10~ 5,82 54
2,5 107° 5,61 72
-6
1,0 107 6,0 20
-6 ’
DDVP 2,0 10 ) 5,7 35
(10 min.) 3,0 10 5,52 43
¢ , :

4,5 107 5,35 54
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FIGURA 20 .
CURVAS DE PSEUDO PRIMER ORDEN QUE REPRESENTAN LA RELACION ENTRE

1n AO/At vs tiempo PARA LA INHIBICION COLINESTERASICA DE HOMOGE

NATOS CRUDOS DE CABEZA DE Triatoma infestans(con 1% de Triton X-100)
6

POR PARAOXON 10™°M, 0—),MALAOXON 10°M(—x—),y DDVP 10" CM(—0-).

/

p

L 0,3

1n AO/At

1 ' A

10 15 20
TIEMPO (min.)

FIGURA 21 .

CURVAS DE PSEUDO PRIMER ORDEN QUE REPRESENTAN LA RELACION ENTRE

ln Ao/At vs tiempo PARA LA INHIBICION DE LA AChE PURIFICADA DE
7

7

CABEZA DE Triatoma infestans POR PARAOXON 10  'M(-O—),MALAOXON 10~ 'M

(—%=),y DDVP 5x10"7MG-0—).'

lnAo/At

5 10 15
TIEMPO (min.)



=152~

FIGURA 22 .

CURVAS QUE REPRESENTAN LA RELACION ENTRE EL PORCENTAJE DE INHIBICION

DE LA ACTIVIDAD COLINESTERASICA DE LA CABEZA DEL Triatoma infestans

Y LAS DISTINTAS CONCENTRACIONES DE PARAOXON,MALAOXON y DDVP

A TIEMPOS FIJOS Y EXPRESADAS COMO pI (-log Concentracidén Molar de Inhib.)

PARAOXON: ( —0-—)
MALAOXON: ( —X— )
DDVP; (—O-—)
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FIGURA 24

CURVA DE MORTALIDAD DE TRIATOMA .INFESTANS ADULTAS POR INYECCION
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CURVA DE MORTALIDAD DE TRIATOMA INFESTANS ADULTAS POR INYECCION
INTRACELOMATICA DE DDVP.

FIGURA 25
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RESUYEN Y CONCLUSTONYS

Este trebrjo representa una contribucién al estudio de los efectos
téxicos de laes sustancias en los organismos vivos,fundamentalmente
en lo que hace a lds mecanismos de biocaccién,que de acuerdo a R.D.0'Brien

es el rol fundemental de la toxicologfa.

Se pretendid interpretar el mecanismo de intoxicacidn del T.infestans
.tratedo con insecticidas organofosforados,en ese sentido fue de especisl
interés el estudio de la "lesidn bioqufmica" primaria que como se.acepta
actualmente en otros insectoé,es la inhibicién de 1la AChE del SNC.

Dada la felta de conocimientos gue hey acerca de le.bioqufmica del

sistema nervioso del T.infestans fue necesario iniciélmente caracterizer

la AChE cde le cabeza del mismo.
"~ Los resultados y conclusiones se pueden resumir de la siguiente manera:

1.- Dado gque la AChE de cabeza de T.infestans resultd ser una enzima

particuleda,fue necesaria su solubilizacifn, Para tal fin se encontré
como egente &ptimo el DGC 15 mM,

2.~ Los hom.genatos crudos de cabeza de T.infestans mostraron una ecti-

vidad esteréisica compleja, Mediante el uso cde sustratos e inhibidores
espec{ficos en mayor o menor gredo y del anélisis de las curvas de
actividad vs concentracién de sustratos y de inactivacién por calor,

se evidencif un sistema colinesterdsico compuesto al menos por dos engi-
mes,uﬁa AChE y otra BuChE, Ademds se comprobd la presencia delotras
esterasas eserina-resistentes clasificables como acetil,aril y cerboxi
esterases.

3.- Sobre el homogenato crudo de la enzima solubilizada como ya se
expuso,se eplicé un esquema de purificecibn con el fin de eliminar compo-
nentes toxicolégicamente indeseables.

El mismo consisti6 en una cnnt;ifugncidn diferencial,un freccionamiento
con su!feato de esmonio y un fraccionamiento acetdnico. E1 preparado fue
purificado 14 veces con un rencimiento del 78% .

un estudio del mismo mediante el uso de inhibidores selectivos y diferen-
tes sustratos,como asimismo de la informacidn de las curvas de uctividad
especifica vs la concentracidn de sustratos e inactivacidn por celor

a 459 ,permitié establecer le presencia de una Unica ChE cuyas ceracter{s-
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ticas correspondieron a una AChE (verdadera o tipo I,segdn clesificaciéin
hecha para enzimes de mamIFeros)}

Ademés se comprobd la ausencia de esterasas eserina-resistentes como
asimismo una recuccién sustancial ce la cantided de lfnidos.

La electrofora;is en gel de poliecrilemida utilizada como criterio de
puréza mostré que €l preparado purificsdo,a diferencia del crudo,no
-presentaba bandas de esterasas ni proteinas. La tincién pera protefnas,
en coincidencia con la activicad enzimdtica fue visible en la interfase
entre el gel separador y el gel de corrida,demostrando la presencia de
al menos una enzima de alto peso mclecular cue no entré en gel .

4,-~ Ellpreparado purificadu fue caracterizado frente a distintos agentes
ffsicos y qufmicos,y estebtlecidos sus parémgtros cinéticos Km y V |

max
frente a ATC y a BTC .,

La activided en funcién de le temperatura alcanzé un méximo a 459,

La respueste de le actividad enzimatica usando ACh como sustrato frente
al pH presenté la tfpica forma de caempana de les (ChEs verdaderas,con un
méximo a pH 7,2 .

Las curves cde ectivicdad especifica en funcién de la concentracién de

ATC y BTC presentaron inhibicién por exceso de sustreto en embos casos,
siendo la concentracifn 6ptima de AfC y BTC:0,545 mM . _

El velor de K_pere ATC fue de 3,3 10”70 y para BTC de 9,1 10’5M, y les
Vﬁax fueron 150 rmoles/min mg de protefna y 9,5 nmoles/min mg de protefna
respectivamente,

La ectividad colinesterdsica del preparado purificado fue sﬁgnificativa—
mente inhibidé por concentraciones del orcen ce IU-SM de eserina y Nu-683
y por TEA en una concentrecidn de 10-2M o

£l preperedo purificado pruesenté actividad enzimética frente a los ésteres
de colina cue se enumeran.en.orden decreciente de actividasd especifica:
ecetilcolina;propionilcolina;acetilPrnetilcolina;butirilcolina y
benzoilcolina. Tembién fue ectivo frente a (steres de tiocolina mostran-
do una actividad eproximedemente 15 voées mayor frente a ATC que e BTC.

Una discreta ectivided fue observada frente al éster nceutro PTA,aproxi-

madamente 30 veces menor que frente a ATC.
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S5.- La composicidn esterdsica tanto del preperado crudo como del puri-
ficado fue establecida por endlisis electroforético en gel de poliacril-
amida, El preparado crudo mostrd 6 bandas de actividad enzimética:

2 de elles atribuiblrs a ChEs; 2 a aril y/o acetilestereses y 2 a carbo-
xiesterasas,

El purificedo no mostrd ninguna de les bandés presentes en el crudo
visualizéndose s6lo una en le interfase entre el gel espaciador y el

gel de corrida lo cue demostré su alto peso molecular,

Este hecho fue interpretsdo como una agregacién de la enzima durante el
proceso de purificecién ,

Este alteraci6n de la enzima,si bign parece epartarse dgl objativ& toxi-
colégico de purificacidn sin modificaciones significativas,qebe considé-
rerse una consecuencﬁa previsible al purificar AChEs,.

En efecto,siendo ellas enzimas de membrana,su solubilizacifn significa
ya una impartesnte modificecidn., Por otra perte es bien conocida la
composicién de las AChEs en subunidadés,cuya interconversién puede
occurrir sélo con simples cambios de medios alterando su peso molecular,
Cano consecuencla,s6lo se puede decir que es diffcil afirmer la represen-
tatividad de las AChEs purificadaes 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 inhibicién
por compuestos 6rganoFosForedos. . .

6.- El1 estudio de la evolucidén cde la actividad colinesterédsica de

.homogenatos crudos de cebeza de T.infestans en funcién del desarrollo
post-embrionario demostré que la misma expresada por cebeza de insecto
se incrementa tanto frente a ATC como a BTC,desde ninfa I hasta llggar

a adulto , Cuando se expresé la actividad colinesterésica por mg de

pesa de cébeza,ss observé una disminucién de la misme & lo largo del
dasarrollo post-emtrionario frente a ambos sustratos.

7.- La susceptibilided del sistema colinesterésico frente a orgenofosfa-

tos,medido en homogenetos crudos de cebeza de T.infestans en distintes

etepas del desarrollo post-embrionario,en distintos estedos nutricioneles

sexa y edad,no mostré difercncias significetivas(expresada camo ISG)'
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B.- Se establecié una correlacidn entre la evolucién de la intoxicacidn

por paration en T.infestans seguidn por su sintomatologfa y la inhibicién

de la ChE de cebezs del mismao,

Para una dosis de 12,5 ug/gr de paration se comenzé a observar inhibicién

8 la nuinta hora de intoxicacién,la gque elcanzé a un 90% al tiempo de

muerte,

‘El estudio por electroforesis en gel de poliacrilamida de los homogenatos

de enbeza'de los insectos intoxicados por paration a tiempo dé muerte

mostraron aque de las 5 bandas de actividad enzimdtica reveletbles ﬁor eNA

del grupo control,s6lo apaerecfan aquellas bandas caracterizadas caomo

acetil y/o erilesterasas,en coincidencia con le resistencia de las

. ﬁismas'a la inhibicién por ﬁeraoxoh,demostrndé paralelamente "in vitro".
La histopatoloéfa de cortés de ganglios supraesofégicos de ninfas V

intoxicadas con paration a tiempo de incoordinacidn nerviése.arrbjd ccmo

resultado notables diferencias respecto & similares cortes histolégicos

de un grupo de ninfes V control,

Los cortes de los intoxicados presentaron en todos los casos evidentes

cambios en el citoplasma y en los ndcleos celulares (plasmolisis y

cromatolisis]).

9.~ La potencia anticolinesterdsica del malaoxon,peraoxon y DDVP fue

determinada en preparados crudos y purificados de cabeza de T.,infestans,

Parg el preparado crudo se obtuvierocn los siguientes valores de constante
bimolecular de inhibicién; maleoxon: 2,94 IOa , paraoxon: 3 104 Y

bDvrP: 0,75 104 y Siendo para el preparado purificedo: 1,45_106; 1,25 106
y 3,1 105 respectivamcnte, .

La comparacién de los valores de ki obtenidos en embos preparedos nos
muestra el significativo incremento en la suéceptibilided de la ACht
purificada frente a los fosfatos ensayados.

10.--En concordancia con le potencia anticolinesterésica del malrnoxon,
paraoxon y DOVP,las LD50 intracelomdticas de los mismos mostraron una

alta toxicidad en T.infestans sdultos,

11,.- Las LD50 de paration,malation y DDVP detsrminedes por tépico,demos-

ron que le vfa cuticuler es dos d6rdencs de megnitud menos eficiente que
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la vfa intracelomética, La comparacién de las LD por tépico y por

_ 50
inyeccién de inhibidores directos e indirectos permitirfa suponer

que la transformacién metabdlica activante P=5S a P«=0 se efectuarfa
eficientemente en vinchuca.

12,~ La presgncia de un inhibidor endégeno de ChE en cabeza de T.,infestans

fue detectada en homogenatos crudos.
Se establecit que el mismo estaba asociado a los ojos compuestos del
insecto,pudiendo tratarse del pigmento de los mismaos y con caracte-

risticas de ihhibidor selectivo de ChEs de insectos,
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