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ABREVIATURAS

AcChB: Acetilcolinesterasa

ATC: Acetiltíocolina

BuChE: Butirilcolinesteras

BTC: Butiriltiocolina

B-C : Buffer-cromógeno

BNPS : BNPS-Bscatol

CHD: Ciclohexanodicna

ChE : Cólinesterása

DFPz Di-isopropil fluorfosfato

DTNB: 5,5'-ditiobis 2-nitrobenzoicc

DL50 : Dosis letal 50
BPN: Etíl p-nitrofenil fenilfosfonotionato

FD : Fluoruro de dansilo

INT: violeta de p-iodonitrOtetrazolio

NTE: Esterasa neurotóxica

NTD: Neurotoxicidad demorada

NEM: N-etilmaleimida

CK NA : Acetato de ¿x-naftol

NAI : N-acetil imidazol

O.P. : Organofosforado

PPA: fenil fenil acetato

PCMB: p-cloromercuribenzoato

PTA E Acetato de tiofenol



PHMB: p-hidroximercuribenzoato

pAF : Bromuro de p-azidofenilacilc

TOCP: Tri o-cresil fosfato

TPE z Tiopropionato de etilo

TEPP: Tetraetil pirofosfato

TBMBD: N,N,N',N'=tetrametilendiamina

1,5 : 1,5 I AEDANS
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ESTERASAS: GENERALIDADES

Las esterasas son enzimas que hidrolizan ésteres, con la adición

de agua, para dar alcoholes o fenoles y ácidos (1):
,wo ,.o

R C<OR, + H20 -——-- R C<OH + R'OH

Esta es una definición muyamplia, no muyprecisa, e incluye

muchos tipos de enzimas.En general son excluidas las enzimas que hi­

drolizan ésteres con cargas negativas cerca de la unión éste: (co­

mofosfatasas, sulfatasas, etc.) (2).

Las distinciones previas entre esterasas y otros tipos de enzimas

hidroliticas se han vuelto dudosas a la luz de recientes hallazgos,

que indican que muchas de esas enzimas son básicamente similares. Así,

ciertas enzimasproteolíticas ( tripsina, quimiotripsina) fueron ca­

paces de hidrolizar ésteres carboxílicos rápidamente, catalizando la

hidrólisis por el mismomecanismogeneral que las esterasas y siendo

inhibidas por algunos de los más potentes inhibidores de esterasas(DFP,

paraoxón). Del mismomodo, algunas esterasas tuvieron capacidad hi­

drolitica frente a amidoderivados(3).

entre diferentesEsta superposición en la especificidad de sustrato

clases de enzimas hidrolíticas puede deberse en ciertos casos a un.

mecanismoinespecifico de ruptura de la unión éster, capaz de actuar

sobre cualquier éster que pueda aproximarse al sitio activo.

Ib —Rol metabóliíg:

Las funciones metabólicas de la mayor parte de las esterasas no son

conooihas. Se sabe de la existencia de muchas enzimas que exhiben ac­

tividad esterásica, pero existe poca información acerca de sus sustra­

tos fisiológicos. Las especificidades de sustrato superpuestas y la



dificultad en su determinación analítica separada hacen dificil la

formulación de puntos de vista acerca de la función-biológica de

estas enzimas. Actualmente hay evidencia al respecto en algunos po­

cos casos, y a menudolos experimentos decisivos han sido aquellos

on los que se usaron compuestos organofosforados o carbamatcs como

inhibidores selectivos. Asi, algunos investigadores afirman que, en

insectos, las esterasas intervienen en la absorción/digestión de

lípidos de la dieta (4)(5). Ciertas evidencias (6) sugieren fuerte­

mente que estas enzimas jugarian un rol en la movilización de gra­

sas. Whitmorey colaboradores (7) encontraron que algunas carboxi­

esterasas intervienen en la regulación del titulo de hormonajuvenil.

Otras evidencias son principalmente negativas; por ejemplo. la

inhibición de:a:ilesterasa de higado (3) parece no producir ningún

cambio grueso en el metabolismo.

Aunquela función fisiológica de estas enzimas no sea bien cono­

cida, es obvio que ellas juegan un importante rol en el metabolis­

mo de drogas (8). Un gran número de xenobióticos son ésteres o po­

seen grupos ésteres en sus cadenas laterales. Ello es particular­

mente cierto en el caso de los insecticidas ( organofosforados,

carbamatos, piretroides). Asi, en los últimos años ha habido un

interés recurrente en estas esterasas por parte de IÉÉ toxicólo­

gos de insectos.

Hayconsiderable evidencia de la participación de estas enzimas

en el metabolismo de compuestos organoiosforados y carbamatos.

Mazur (9) informó la hidrólisis de DFFpor esterasas de suero o

plasma..Aldridge (10) estudió la hidrólisis del paratión por este­

rasas de suero de conejo; etc. En insectos,Metca1f'y colaboradores

(11) encuentran que las esterasas aromáticas son importantes en la



detoxificación de O.P. Kapin y Ahmad(4) encuentran arilesterasa en

el sistema nervioso de polilla, capaz de hidrolizar los 0.P. antico­

linesterásicos que quieran alcanzar su blanco,la ChEde sistema ner­

vioso.

Estas enzimas suelen estar asociadas con fenómenos de toxicidad

selectiva, comoen el caso del malatión, favoreciendo la detoxifica­

ción en mamíferos sobre insectos (12) y en insectos resistentes sobre

susceptibles (13).

Tambiénfueron investigadas esterasas que hidrolizan piretroides.

Bol ge_eítas_enzimaï_e2 ¿a_ggu¿otoïigigag gemoïaga_(fii2):

Bs sabido que algunos 0.9., inhibidores de AcChE,producen un efec­

to más persistente conocido comoneurotoxicidad demorada. La caracterís­

tica comúnde estos O.P. es que son ésteres de fósforo que son inhibi­

dores directos o indirectos de esterasas.

Aldridge (15) sugirió que el evento inicial seria la fosforila­

ción de esterasas. En principio se pensóque la AcChEjugaba algún rol,

pero luego Earl y Thompson (16)(17) comprobaron que mientras la BuChE

era selectivamente inhibida por TOCP,un conocido neurotóxico, AcChE

no era afectada. Estos autores sugirieron a la BuChEcomoblanco prima­

rio en NTD.Esta hipótesis fue posteriormente descargada pues: a) va­

rios ésteres no causantes de NTDinhiben BuChE;b) algunos compuestos

que causan NTDno afectan la BuChE.

'Eegría_dg ¿a_eïtgr3sg_negrgtéxicgzen estudios "in vivo" e "in vitro",
Johnson (18)encontró diferencias de inhibición de esterasas de cerebro

de gallina, entre O.P. que dan NTDy aquellos que no la dan. Una peque­

ña proporción del total de actividad frente a PPAfue susceptible de in­

hibición por compuestos que dan NTDcomo el mipafox. Compuestos in­



capaces de producir NTD,como el paraoxón, no inhibian esa actividad en­

zimatica.

El autor llamó a esa actividad "esterasa neurotóxica" (NTE)y propï

so que ella representaba el sitio primario de acción de O.P. que produ­

cen neurotoxicidad demorada.

Sin embargo esta teoria no es aceptada universalmente pues:

1) La actividad esterásica se recupera completamente cuando aún el animal

permanece paralizado.

2) Algunos carbamatos parecidos al PPAinhiben la NTEen pollo, pero no

producen neurotoxicidad demorada.

3) La NTEno ha sido aislada ni son conocidas sus funciones fisiológicas

ni biOquimicas.

4) La hipótesis no explica la selectividad de especies y la diferexcia

de susceptibilidad según 1a edad.

Aunque la participación de las esterasas en NTDno sea como blanco

primario, ellas probablemente juegen un rol comoproteinas, fino target"

En efecto, los O.P. que causan neurotoxicidad demorada parecen tener fueí

te afinidad por ciertas esterasas (comola NTE), que actuarian comode­

pósito temporario de estos compuestos, protegiendo inicialmente al ani­

mal de sus efectos agudos. Mástarde estos ésteres, liberados lentamente

por un proceso reversible, alcanzarian el blanco neuïgtóxico y se acumur

larian hasta alcanzar un umbral tal que ocurra NTD.El tiempo requerido

para ese "binding", liberación y acumulación en el blanco explicaría el

periodo de demora en la aparición de síntomas luego de una exposición a

un compuesto responsable de neurotoxicidad demorada.(19).



Ic - Caracter'sticas Generales

1 - Mecanismode hidrólisis:

El mecanismode hidrólisis catalizado por esterasas ha sido estudia­

do extensivamente en el caso de serina-esterasas, pero no es muyconocido

en arilesterasas. En forma general: la esterasa (EH) reacciona con el

éster (AB), con formación de un complejo de Michaelis (EHAB)para produ­

cir un derivado acilado (EA)(2):

EH + AB_—_-.'>[EH.....AB] -—-BA + BH

Este derivado puede reaccionar con una variedad de aceptores de aci­

lo; usualmente el aceptor es agua.

EA + HZO ————4> EH + AOH

Si la EAse forma rabidamente pero no se disocia rápidamente en pre­

sencia de agua, el éster en cuestión puede inhibir la acción de la_esterg

sa sobre otros sustratos.

2 - Distribución:

Las esterasas son encontradas en distintos tejidos, tanto en mamifg

ros comoen insectos.

Holmesy Masters (20) estudiaron la distribución en mamíferos: esta

parecería ser especifica de tejidos y variable según la especie.

Son amplios los estudios realizados en insectos+oKapin y Ahmad(4).

estudiaron la presencia de esterasas en polilla y encontraron actividad

en los once tejidos ensayados, con distribución variable. Similares con­

clusiones alcanzaron otros investigadores (11)(21).

3 - Sustratos:

Dijimos ya que los tejidos animales contienen mezclas complejas de

esterasas con especificidades de sustrato superpuestas y con sustratos



fisiológicos aún no conocidos. Esto no indica 1a ausencia de un pa­

trón de especificidad de sustrato distintivo para cada enzima. En ge­

neral las esterasas estudiadas en detalle exhiben máximaactividad

frente a ésteres que contienen un grupo acilo particular. Son también

conocidos casos de especificidad estereoquimica. Estudios realizados

con distintos animales muestran que cada patrón es característico no

sólo de la esterasa en si, sino de la especie de la cual deriva.

4 — pHAXtemperatura óptimos

Debemosrecalcar nuevamente que es tal la variedad de enzimas del

grupo de las asi llamadas esterasas, que las respuestas frente a varia­

ciones en las condiciones fisicoquimicas, tales comomodificación de]

pH y de la temperatura de incubación, son también variadas y no es_po—

sible hablar de valores óptimos comunespara todo el grupo.

El rango de pH óptimos informados para estas enzimas es muy amplio.

Asi, Mounter y colaboradores (22) encontraron una esterasa de suero de

conejo con su mayor actividad a un pH de 6,7; Kapin y Ahmad(4) infor­

man un pHóptimo de 7,5-7,7 para una esterasa de intestino de polilla,

y una esterasa dc plasma de conejo actúa a un pH óptimo de 10,6 (23).

En cuanto a valores óptimos de temperatura, también el rango es

amplio, desde enzimas con una temperatura óptima de—;BQC(24), hasta

aquellas que muestran alta actividad por encima de los SOQC(4).

II — CLASIFICACION Y NOMBNCLATURA

II a - Clasificación secún el sustrato:

Parte de la razón de la carencia de progresos apreciables en defi­



nir el status de las esterasas puedeser atribuida a la baja especifici­

dad y diversidad de sustratos hidrolizados por estas enzimas, y la consg

cuente dificultad para precisar una clasificación (necesaria para orde­

nar los conocimientosh

Unintento de clasificación según el tipo de sustrato hidrolizado

es el de Gomori (25). Según este autor, las esterasas pueden dividirse

en dos grandes grupos: Aliesterasas y colinesterasas.

Las primeras hidrolizan ésteres de alcoholes libres de nitrógeno.
l

Dentro de estas’las lipasas hidrolizan grasas y aceites, y las esterasas

propiamente dichas actúan sobre ésteres simples.

Las colinesterasas hidrolizan preferentemente ésteres de colina; a­

cetilcolina las colinesterasas verdaderas. y butirilcolina las llamadas

pseudocolinesterasas.

Es importante recalcar que las diferencias bioquímicas entre los

distintos tipos de esterasas son relativas y no absolutas, y que hay mu­

chos ejemplos de superposición entre tipos enzimáticos.

{EB_-Clasificación seaún su comportamiento frente a inhibidores:

1 —Sobre la base de su comportamiento frente a inhibidores O.P.,Aldridge

(10)(26) distingue dos tipos de enzimas con actividad esterásica:

B-esterasas: Inhibidas por O.P. en una reaccign progresiva y dependienteq
de la temperatura.

A-esterasas: Hidrolizan rápidamente los inhibidores que acilan las B-estg
rasas.

Hay un tercer grupo de enzimas, que han sido llamadas posteriormente

C-esterasas, que no interaccionan con 0.9., ni siendo inhibidas ni hidro­

lizandolos. Bs obvio que este grupo abarca una heterogénea colección de

enzimas.



Según este sistema de nomenclatura, tanto la ChE de suero como la

AcChEde tejido están claramente incluidas dentro de las B-esterasas.

2 —Holmes y Masters (20) clasifican a las esterasas en cuatro grupos,

según sus reacciones caracteristicas con una variedad de inhibidores y

sustratos:

Arilesterasas (E.C. 3.1.1.2.) que hidrolizan preferentemente ésteres

aromáticos y no son inhibidas por 0.9. ni por eserina, pero si por reac­

tivos de grupos -SH como el PCMB.

Carboxiesterasas (E.C. 3.1.1.1) hidrolizan preferentemente esteres

alifáticos y no son inhibidas por eserina pero si lo son por 0.9.

Colinesterasas (E.C. 3.1.1.7; 3.1.1.8) actúan sobre ésteres de coli

na a mayor velocidad que sobre ésteres alifáticos y aromáticos; y son in­
_.

hibidas por O.P. y eserina.

Acetilesterasas (E.C. 3.1.1.6) hidrolizan ésteres aromáticos, pero

no son inhibidas por 0.P., eserina o reactivos de grupos -SH.

Aunquea 1a luz de nuevas investigaciones aparecerian otras subdivi

siones, 1a clasificación de Holmes y Masters es hasta el momentola más

completa y adecuada.

IIc - Clasificación según su comportamientofrente a cationes bivalentesq
Es posible clasificar las esteranas en dos grupos:

_ ++I - Activadas por Ca
_ ++ ++II- Activadas por Co - Mn

Las enzimas del primer grupo son encontradas en varios tejidos de mami­

feros, principalmente higado y suero, pero hasta ahora no habian sido i

dentificadas enzimas de este tipo en tejidos de insectos (27)(28). Los

peces son muydeficientes en este tipo de enzimas. Parecen ser muyespe



cíficas de fosfatos y muestran poco o nada de actividad frente a tiofos

fatos (29).

Las correspondientes al segundo grupo parecen estar presentes en

mamíferos (30), insectos (31) y peces (32). En todos los casos pueden

tener alta actividad, tanto frente a fosfatos comoa tiofosfatos.

La activación por cationes divalentes involucraria la formación de

quelato entre el ión en cuestión y grupos de la molécula de proteina.

II —Resumen y ecuivalencias:

Clasificación secún Gomori

lipasas
Aliesterasas:::::Ï ‘esterasas

Esterasas
AcChE

Colinesterasas.
\ BuChE

Clasificación seoún Aldridge

hidrólisis A-esterasas (arilesterasas)

(carboxiesterasas)
Esterasas + O.P. inhibición B-esterasas (colinesterasas)

Nointeracción C-esterasas

Entre paréntesis figura el nombreequivalente de acuerdo con la clasi­

fiCación de Holmes y Masters.

Clasificación seoún Holmes y Masters

Entre paréntesis figura el nombreequivalente de acuerdo con la

clasificación de Aldridge.



Esterasas
4.

Bserina

Inhibo

Colinesterasas Est. eserina-resistentea
+

. OIP.

ATC | BTC l
l

AcChe BuChe Inhib.

Arilesterasas Carboxíesterasií
Acetilesterasas (B- esterasab)

+

MEM

Inhib. ‘ i
Arilesterasas Acetilesterasas
( A-esterasas'

III-— METODOS DE DETERMINACION

IIIa - Métodos biocuímicos

1 —Método titrimétrico:

Se basa en 1a titulación con álcali del ácido Ifberado por la
I

a I o - . l .hidrolisis en21mat1ca.(33)

El álcali puede agregarse'continuamente para mantener el medio de

incubación en el pH inicial, o ser agregado luego de un.tiempo fijo,

para restablecer el pHinicial.
I u I o nDada su índole Cinetica, este metodo permite aprec1ar el curso

l ' - . Ide la reaCCíOnenzlmetlca. Ofrece las ventajas de precision, exactitud
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y versatilidad, pero su aplicación es menos sencilla y es de menor

sensibilidad que algunos de los métodos espectrofotométricos.

2 - Métodos manométricos

La formación de ácido por esterasas puede también ser seguida

por determinación manométrica del CO2liberado en una solución de

CO3HNa (34).

Este método, actualmente poco usado, no puede emplearse para

estudios de efectos del pH, ni de activación por sales.

3 — Método de Ellman ( 35)

Para el caso de esterasas, utiliza comosustrato el acetato de

tiofenol ( PTA). El tiofenol producido por la hidrólisis enzimática

reacciona con el 5,5'—ditiobis 2-niübbenzoato de sodio (DTNB)para

dar el anión 5-tio 2-nitrobenzoato (amarillo,)\=412 nm):“¿0 -¿-­
Crl3C\sph + H20 ____9 CH3COO . PhS + ¿H

phs“ + -_ ' ' ‘
02NQS - no‘2 ___, PhS- 02 + N02

coo- oo oo oo
Es un método cinético que mide producto de la reacción y no

sustrato remanente, lo que lo convierte en más sensible. Es simple,

preciso, versátil, y requiere cortos periodos de incubación. Sus

principales inconvenientes son: la necesidad de usar.Ïiosustratos;

no permite distinguir entre arilesterasas y acetilesterasas por la

imposibilidad de usar inhibidores de —SHque afectarian el reactivo;

por la autohidrólisis del sustrato, es adecuado sólo en un rango li­

mitado de pH (6,5-8,5)

4 - Método de Gomori ( 36)

La actividad esterásica puede también ser determinada espectro­



fotométricamente por ech C)?haftol generado por la hidrólisis de
de ésteres de naítilo, a través de una reacción de copulación con

un diazocompuesto:

o(-naftilacetato (?naftilacetato) + H O__9°(zhaftol@FCH3COOH_2

c(-naftol + Fast Blue B.__¿ complejo azul (/\1600 nm)

FD-Naftol + Fast Blue B ___9complejo rojo (/\J555 nm)
Van Asperen ( 37) informó que el drnaftilacetato es un excelente

sustrato.La técnica, pese a no ser cinética. es muysensible para este

rasas, especialmente adecuada para el estudio en insectos.

5 - Método de los ésteres de p-nitrofenol ( 38)

Está basado en la medición cinética espectrofotométrica del p­

nitrofenóxido ( amarillo, 400nm)formado por 1a hidrólisis enzimá­

tica de los ésteres de p-nitrofenol:
. o

R—&—o—©—N02 + H20 _>CH3coo‘ + _O-©NO2 + 2H+

Los ésteres más usados son el acetato y el butirato. Debe tener­

se en cuenta que a pH alcalinos estos ésteres suelen ser inestables.

6 - Método de Talcott ( 39)

Específico para carboxiesterasas, usa comosustrato el malatión.

La hidrólisis enzimática de este compuestoes acoplaE; a la reducción

del INT con alcohol deshidrogenasa y NADHdiaforasa:

Malatión + H20___9 malatión monoácido + etanol
Etanol + NADML> acetaldehido + NADHdeshidrog.
NADH+ INTMmm + INI‘reducido( rojo)

Puede registrarse espectofotométricamente a 500 nmla absorbancia

debida a la reducción del INT. Es una técnica cinética muyespecifica



y sensible.

III b —Métodos electroforéticos

Las técnicas electroforéticas en gel son de gran utilidad para

el estudio enzimático, tanto a los fines analíticos comopreparativos.

Son métodos razonablemente rápidos que pueden llevarse a cabo con mi­

crocantidades de material ( muyimportante cuando se trabaja con inseg

tos). Las interacciones de proteinas con el material del gel son raras

de modoque pueden usarse para separar con éxito distintos tipos de

proteinas.

Cuando se trabaja con enzimas se debe tener en cuenta que, una

vez resuelta la mezcla enzimática por electroforesis, corresponde una

localización de los componentes,y ésto implica preservar h estabili­

dad enzimática durante la corrida electroforética y durante la loca­

liZación ( es decir, evitar las condiciones que puedan llevar a la

inactivación de enzimas).

La actividad enzimática debe además ser localizada prontamente

para evitar la difusión de los componentesseparados. A tal fin, las

técnicas histoquimicas pueden ser efectivamente adaptadas a la tinción

en geles. En el caso particular de las esterasas, un sustrato adecuado

debe cumplir Ciertos requisitos: ser suficientementeigoluble en agua,

medio en el que trabajan estas enzimas; ser hidrolizable por enzimas;

uno de sus productos debe ser un precipitado.

Algunas de las técnicas principalmente indicadas para el revelado

de esterasas en gel son:

a) Técnica de los ésteres de naftilo (25):

Usa como-sustrato el<X<3 p—naftilacetato.El naftol liberado



es revelado por la copulación con azocompuestos.

Este método en distintas adaptaciones es el más usado para

esterasas.

b) Técnica de Booth y Metcalf (40):

Usa comorevelante la solución de Gomori. Desarrollada princi­

palmente para determinar colinesterasas, si se usa PTAen lugar de

acetiltiocolina o butiriltiocolina comosustratos puede ser adapta­

da a 1a determinación de esterasas.

Las interpretaciones más recientes (41) indican una reacción en
_, II L. \ - 'tres etapas: 1) reduCCion del Cu por el .iofenol; 2, formac10n de

. I +. F .. . .L .I . I
un complejo Cu —cio-enol; J) prec1pitac10n del Cu por (NH4)25:

CH COSR + H O CH COOH + RSHV3 2 3
++ + _.

RSH + Cu _______) Cu + 1/2 RSSR

RSH+ Cu+ ____> ( RS--Cu)

+

(NH4)2S

Cuis t Pardo o negro

c) Técnica de Karnovsy y Roots (42):

También en este caso se usa PTAcomo sustrato. La base del mé­

todo es la reducción por el tiofenol del ferricianurgna ferrocianuro.

Este último se combina con los iones Cu++para formar ferrocianuro cÉ

prico insoluble. Comoen el método anterior,los iones Cu++en el me­

dio están complejados con citrato, para prevenir la formación de fe­

rricianuro de cobre:

RSH + K3Fe(CN)6 _____9 K4Fe(CN-)6 + RJSR

k4Fe(CN)6 + Cu”_.___, Cu.Fe(’CN) L Marrón—¿——6



IV — ROL EN EL METABOLISMO DE INSECTICIDAS

IV a - Insecticidas dccradables nor esterasas

1) Insecticidas organofosforados (ELE)

Referidos a menudo como organofosfatos, ya que muchos de los

miembros de este grupo son alguna forma de fosfatos. Los primeros

trabajos en 0.9. fueron iniciados hacia 1934 en Alemania. Desde en­

tonces, miles de O.P. fueron evaluados en sus propiedades insectici­

das, y los estudios sobre estos compuestos llevaron a varios descubri

mientos acerca de la bioquímica del sistema nervioso de vertebrados e

invertebrados.

Estos compuestos, sean fosfatos u otros tipos de 0.9., tien n_la

caracteristica comúnde ser, o transformarse en, excelentes inhibido­

res de colinesterasas. En un sentido estricto, aquellos compuestos O.

P. que no inhiben,o_no se transforman en inhibidores de colinesterasa

no son incluidos en este grupo.

Los O.P. incluyen compuestos que son tóxicos generales como pa­

ratión o TEPPy compuestos selectivos como el malatión y el Ronnel.

Son usados como venenos de contacto o por ingestión, como fumigantesi
y comoinsecticidas sistenicos.

Poseen la estructura genera]:

R1\ //O(S)
P

122/ \Acil

donde: R1, R2: alquil, alcoxi o amino.

Acil: cualquier radical ácido



2) Carbamatos

Los carbamatos fueron los últimos en llegar al campode los in­

secticidas anticolinesterásicos. Conocidala actividad anticolineste­

rásica de la fisostigmina ( eserina), el principal alcaloide del ca­

labar, se iniciaron trabajos en el desarrollo de análogos sintéticos

comola prostigmina. Aunqueestos compuestos resultaron inhibidores

efectivos de colinesterasa-de insectos,no fueron buenos insecticidas

dado que por ser ionizados no podian penetrar la barrera nerviosa.

Los insecticidas carbámicos modernos han sido modificados eliminando

los grupos polares, buscando una mayor solubilidad en lípidos, de

modoque puedan penetrar la cuticula del insecto y la vaina nervios

La estructura general de los carbamatos es:

R
RO—@—N/ 1

3 \\R
2

donde: R1, R2: H, metil, etil, propil u otros alquilos de cadena corta.

R3 : fenol, naftaleno u otros hidrocarburos ciclicos.

3) Piretroideos

El piretro natural es un extracto de las_flores de plantas corres­

pondientes a la familia Compositae y al género Chrysafltemus. Sus compo­

nentes activos son las piretrinas, las cinerinas y las jazmolinas. Sus

ventajas radican en su disponibilidad natural, su eficiencia insectici­

da y su baja toxicidad en mamíferos. Sus desventajas son principalmente

su fotolabilidad y en menor grado su biodegradabilidad. Su acción prln

cipal es sobre el sistema nervioso central del insecto, produciendo rá

pida parálisis.



El primer análogo sintético fue la alletrina, desarrollada en

1949 por Schechter y colaboradores. A la comercialización de la alle­

trina siguió'el desarrollo de pocos piretroideos nuevos, hasta los

progresos obtenidos unos quince años después debido a desarrollos de

la Sumitomoen Japón y de Elliot y colaboradores en Inglaterra.

Los nuevos piretroideos sirvieron comosustitutos del piretro.

A1 presente muchos-laboratorios en distintos paises examinan ca­

da año miles de piretroideos potenciales, en la búsqueda de compuestos

más fotoestables que las piretrinas naturales con propiedades tóxicas

al menos similares y de costo razonable.

La estructura es muyvariada : en general la mitad ácida es deri­

vada del ácido crisantémico y la mitad alcohol variable:

IVb —Metabolismodetoxificante de insecticidas por esterasas

1) Insecticidas orqanofosforadcs

La detoxificación metabólica de O.P. es debida_2¿incipalmente a

la ruptura de la unión éster fosfórico, lo cual resulta en la forma­

ción de una carga negativa en la molécula. Esa carga negativa inacti

va a1 0.P. comoagente fosforilante o anticolinesterásico.

Este mecanismo es generalmente aceptado comode detoxificación

porque los productos resultantes son no sólo muchomenos activos com

moagentes anticolinesterásicos, sino también muchomás solubles en



agua y pueden ser rápidamente excretados en orinal43)

Tambiénla biotransformación de grupos funcionales de las cadenas

laterales es importante en la detoxificación de ciertos insecticidas.

La toxicidad selectiva de pesticidas organofosforados es debida

principalmente a mecanismosde detoxificación.

La detoxificación es también responsable de muchos mecanismos de

resistencia en insectos.

Hidrólisis enzimática:

Ciertas esterasas catalizan la hidrólisis de O.P. Son las llama­

das A-esterasas o fosforotriesterasas. Estas enzimaspuedenhidrolizar

algunos ésteres carbámicos o carboxilicos. Comoya dijimos, difieren

de las fosfatasas: estas últimas hidrolizan una variedad de compuestos

neutros de fósforo. .­

Tambiénlas carboxiesterasas ( B-esterasas) resultan importantes

en la detoxificación de compuestos O.P. comoel malation o el acetióg

que poseen un grupo carboxiester en cadena lateral (44). Esta reacción

de detoxificación involucra la hidrólisis de una unión carboxiester,

dando un compuesto iónico no tóxico:

fi r ñ
(CH30)2P/°\ H-CH COOEt_, (CH3)2P/S\CH-cn-5°coost

2 .0OOEt

Otro posible mecanismode hidrólisis de 0.9. es la 0-dealquila­

ción. Nolan y 0' Brien (45) informaron la O-dealquilación de paraoxón

en moscas, con formación de etanol. Dado que se encontraba este pro­

ducto'más que el aldehido o S-etilglutatión, pudo concluirse que la
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reacción sería mediada por hidrolasus ( posiblemente A-esterasas)

y no por glutatión - transferasas u oxidasas de función mixta.

En la molécula de malatjón pueden resumirse los tres tipos de

ataques hidroliticos por esterasas en compuestosorganofosforados:

(3)
(1) (2)Meol s

_ >'—‘ÉS—CH—Ï—OB.t
M901 CH2—(F—OSt(3) d \(2)

(1) A- esterasas

(2) B- esterasas

(3)¿A—esterasas ?

2) Carbamatos

Dado que los carbamatos son ésteres, estén expuestos también

a la ruptura por esterasas ( A y B- esterasas), dando productos idea

ticos a aquellos formados via hidrólisis química, comofenol, oxima

o enol y ácidos metil o dimetilcarbámicos (46). Estos últimos son de

corta vida biológica y se descomponen en CO2y metil o dimetilamina:
H9 / ­

(R)Ar0—-—C—N __> (¡Um-ou + co2 + CHïrlH2
\CH3

Los metabolitos oxidativos que aún poseen una unión éster car­

bámicointacta también están sujetos a la hidrólisis por esterasas.

Las diferencias en la velocidad de hidrólisis enzimática depeg

den de la estructura del carbamato y de la especie. Usualmente la

unión éster carbámico es relativamente estable en plantas e insectos



mientras que los mamíferos son más capaces de hidrolizarla. Estas

diferencias son en parte responsables de la toxicidad selectiva de

los carbamatos.

Por el momentopoco se sabe acerca de 1a bioquímica del proce­

so de hidrólisis por esterasas, tanto en mamíferos comoen insectos.

En artrópodos parecería ser que la hidrólisis enzimática es el me­

canismo predominante de detoxificación y las diferencias de suscep

tibilidad a carbamatos se deberian a diferencias en el titulo de

carbamato- esterasas.

Tambiénlos fenómenosde resistencia a carbamatos estarian aso­

ciados a diferencias en el balance esterásico entre cepas resistentes

y susceptibles.

3) Piretroideos

Tambiénlos piretroideos son detoxificados por procesos hidroli­

ticos:

\__. \_- O- ..

/ Áw/°\©’R—> ¿f +H“
.\\o I"

La principal actividad esterásica frente a piretroideos es loca­

lizada, en mamíferos, en microsomas de higado, probablemente debida a

canboxiesterasas microsomales (47). Estas carboxiesterasas son alta­

mente estereoespecíficas, hidrolizando los isómeros trans unas 50 ve­

ces más rápido que los isómeros cis.

La fracción soluble de higado exhibe una actividad que es aproxi­



madamente.la quinta parte de la actividad microsomal, y menor es­

tereoespecificidad.

Aunque-considerablemente menos activas que las de hígado de

mamíferos, también se encontraron enzimas que hidrolizan piretroi­

deos en insectos. Estas esterasas hidrolizan generalmente los isó­

meros trans a mayor velocidad que los cis.

La hidrólisis de piretroideos es inhibida por inhibidores de

esterasas comolos O.P.,"in vitro" e " in vivo"; La toxicidad aguda

de algunos piretroideos es aumentadapor pretratamiento de los ani

males con esos inhibidores.

IV c - Sinerqismo

Es el efecto exhibido por combinación de dos o más compuestOS‘

quimicos, por el cual la toxicidad o acción biológica es muchoma­

yor que la esperada por la simple suma de los efectos causados por

los componentesindividuales.

Los ejemplos de sinergismo resultante de la inhibición de es—­

terasas están principalmente limitados a casos que involucran al

malatión.

Desde que Frawley y colaboradores (48) encontraïsn que el EPN
( etil p-nitrofenilfosfonotionato) potenciaba marcadamentela to­

cicidad del malatión en mamíferos , han sido examinadas muchas com

binaciones de insecticidas. Si los efectos de dos compuestos son

simplemente aditivos, al administrar la mitad de la DLSO( dosis
letal 50) de cada compuesto, debe esperarse 50%de mortalidad. Si

ésta resulta muchomenor que 50%, los efectos son antagónicos; por



otro lado, las combinaciones sinergisticas darán una mortalidad mu­

cho mayor que el 50%.

El efecto del EPNen el metabolismo del malatión en mamíferos

ha sido bien estudiado. Bs sabido que el BPNinhibe fuertemente la

detoxificación enzimática por hidrólisis del carboxiéster del mala­
tión, " in vivo". Comoel malatión debe su baja toxicidad a la de­

gradación por carboxiesterasas, la inhibición de estas enzimas re­

sulta en un aumento de toxicidad. El EPNes activado "in vivo" a su

oxón, el cual es un buen inhibidor de carboxiesterasas, más que de

colinesterasas.

Murphyy colaboradores (49) ensayaron el potente inhibidor de

esterasas TOC?( tri-o-tolil fosfato), encontrando en él actividad

sinergistica frente al malatión. El TOCPy análogos resultan ser 53­

bres inhibidores de esterasas "in vitro" pero "in vivo" son activa­

dos e inhiben fuertemente las carboxiesterasas.

La toxicidad en mamíferos de otro O.P. con un grupo carboxiés­

ter en su molécula, el acetión, es también potenciada por EPNy TOCP

probablemente debido a1 mismo mecanismo que opera en el caso del ma­

latión. _
Aunque el mevinfós contiene un grupo carboxiéster en su molécu­

la, no es potenciado por el EPN, ya que su principal mecanismo de de­

toxificación no depende de carboxiesterasas.

Un caso interesante es el del ticnomevinfós, cuyo isómero cis

es sinergizado por EPNy TOCP,pero no el isómero trans.

Comoen insectos susceptibles la hidrólisis por carboxiesterasas

no es tan importante para la biodetoxificación del malatión, los si­



nergistas del malatión en mamíferos suelen ser inefectívos en inn

sectos. Sin embargo en cepas de moscas y mosquitos resistentes a

malatión por alto nivel de carboxiesterasas fueron encontrados a1­

gunos O.P. sinergistas del malatión (SO) como el EPNy el TOCF.

El sinergismo en O.P. no está restringido a combinaciones que

involucren malatión o compuestos con un grupo carboxiéster como

uno de los componentes. Ejemplos de otras combinaciones sinergis­

tícas son: ronnel con EPN, paratión, azinfosmetil o demetón; DEF

y EPNcon dicrotofós o dimetoato(43).

Por otra parte, en tejidos animales hay una variedad de B-es­

terasas capaces de unir O.P. por "binding". Esas enzimas compiten

con la colinesterasa en su reacción con 0.9. anticolinesterásicos.

Estas reacciones no son críticas para la vida del organismo, y,po;Ï

lo tanto,esas enzimas juegan un rol comomecanismo de defensa. Si

un componente de una combinación de O.P. reacciona más rápidamente

con estas proteínas que el otro, entonces este último queda dispo­

nible para el ataque a la enzimablanco, acetilcolinesterasa.

Comoya hemos Visto, también los carbamatos‘y piretroideos

son detoxificados por la acción de esterasas-hidrolíticas, y pueden
-cn

entonces ser sinergizados por inhibidores de estas enzimas; Aunque

los estudios en este camposon más recientes, hay informaciones de

acción sinergista de O.P. sobre carbamatos (46) y sobre piretroi­

deos (51) (14).



IV d —Resistenïïa.

La resistencia ha sido definida como" la habilidad desarrolla­

da por una cepa de i sectos, de tolerar dosis de tóxicos que resultan

letales para la mayoria de los individuos de una población normal de

la misma especie " ( Anónimo, 1957).

Debeenfatizarse que la resistencia es una propiedad de la po­

blación y nó el resultado de alteraciones individuales. Poblaciones

normales de insectos exhiben polimorfismo respecto del grado de sus­

ceptibilidad; sólo cuando la mayoria de la población es inicialmente

susceptible y por selección con un insecticida desaparece, se aplica

el término resistencia. Este concepto de resistencia como" fenómeno

preadaptativo" está basado en numerosos estudios en los cuales inva­

riablemente se encuentra que 1a resistencia depende enteramente deñla

selección y no puede ser desarrollada con dosis subletales de insec­
ticidas.(52).

Teoricamente, la alteración de cualquiera de los procesos que

condicionan la penetración, distribución o interacción con el blan­

co, de un insecticida, puede contribuir al desarrollo de resistencia.

Las principales causas de resistencia suelen ser:

Sitio de acción alterado; ..n

penetración reducida;

detoxificación aumentada.

Dentro de esta última, nos interesa analizar el posible rol de

las esterasas en el fenómenode resistencia. Aunquecomovimos, dis­

tintos grupos de insecticidas son ésteres, la resistencia debida a

esterasas resultó ser de importancia sólo con insecticidas organo ­



fosforados.

Numerosostrabajos describen el rol de las carboxiesterasas en

la resistencia de insectos al malatión. Así, Matsumuray colaborado­

res demostraron una diferencia en la actividad de estas enzimas en­

tre cepas resistentes y susceptibles de mosquito (53) y mosca (54).

Las carboxiesterasas de las cepas resistentes resultaron tener la

mismaafinidad frente al malatión que las correspondientes de las ce­

pas susceptibles, indicando que en estos casos la diferencia era

cuantitativa y no cualitativa. Townsendy Busvine (55) informaron que

las carboxiesterasas estaban involucradas en la resistencia al mala­

tión en moscaverde. Las actividades hidrolïticas frente al malatión

y frente a propionato de metilo se localizaron en la mismafracción

subcelular ( microsomas), mostrando la cepa resistente mayor actiVi—

dad frente al primer sustrato pero menoractividad frente al metil­

propionato que la cepa susceptible.

En resumen, ha-sido bien establecido el papel de las carboxi­

esterasas en la resistencia al malatión, aunquees interesante notar

que las propiedades de las carboxiesterasas en las cepas resistentes

de insectos varian ampliamente segun la especie.

Tambiénha sido propuesta la participación de"f2sfotriesterasas"

en la resistencia de insectos a compuestos organofosforados. Matsu­
mura y Hogendijk (56) compararon la actividad esterásica en cepas re­

sistentes y susceptibles de moscas, y encontraron en la enzima de la

cepa resistente mayoractividad frente a paratión que en la correqug

diente a la cepa susceptible. Welling y colaboradores (57) investiga­

ron Ia degradación de paraoxón "in vitro" en cepas de moscas, e infor



maron que las moscas resistentes presentaban mayor'actividad de una

esterasa microsomalque las susceptibles, atribuyendo a esa difereg

cia el mecanismode resistencia. Parece cierto entonces que la de­

gradación por fosfotriesterasas puede ser un mecanismode resisten­

cia, aunque la importancia de su contribución no está aún bien de­

mostrada.

Cabe señalar que se han encontrado dos tipos de correlaciones

entre resistencia a 0.9. y actividad de esterasas no especificas:

1) resistencia asociada con baja actividad esterásica;

2) resistencia asociada con alta actividad esterásica.

El primer fenómeno, de correlación negativa, se resume en la

famosa hipótesis de la " aliesterasa mutada" (58). Esta hipótesis

propone que la mutación de un gen ( que codifica la alta actividad.

aliesterásica en cepas salvajes de moscas) da lugar en cepas resis

tentes a una fosfotriesterasa, responsable de la mayorcapacidad de

toxificante de O.P. de estas cepas. Unejemplo de correlación nega­

tiva seria el ya citado de Townsendy colaboradores (55).

Muchosson los informes de correlación directa entre alta ac­
tividad esterásica y resistencia a CoP. Fenómenosde este tipo fue­

ron descriptos en mosquito( resistencia al diazinón y al fentión),
.gn

saltamontes, etc (S9).



V - LA VINCHUCA Y LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

La enfermedad de Chagas es una parasitosis causada por la pre­

sencia en el organismo humanode un protozoario flagelado, el "Tri­

panosoma cruzi", también conocido vulgarmente como " Tripanosoma

americano". Este parásito se desarrolla en un insecto hematofago, el

cual puede transmitir dicho parásito al hombrey a ciertos animales

domésticos y salvajes, los cuales constituyen verdaderos reservorios

de esta enfermedad permitiendo la continuidad del ciclo de transmi.—

La enfermedad de Chagas es transmitida por un insecto de la fa­

milia Redúvidos, que según la región geográfica puede tratarse de!“

Triatoma infestans en Argentina, Paraguay, Bolivia,sur de Brasil y

de Perú, oeste de Chile; Triatoma dimidiata en el norte de Perú, E­

cuador, Colombia y América Central; Pastroncilus megistus en el cen­

tro de Brasil; Rhodnius prolíxus en Venezuela y Colombia ; y otros

triatomas de distribución más limitada.

Estos insectos son conocidos vulgarmente con distintos nombres

según el pais o región. Asi en Argentina se los denomina "chinche

gaucha" o " vinchuca"; en Brasil "barbeiro"; en Venezuela "chipos";

en'los paises andinos "chirimayas",etc.

Los triatominos transmisores del parásito son insectos con há­

bitos domiciliarios, es decir que se encuentmancon preferencia en

el interior de las viviendas. Existen también numerosos insectos de

la mismafamilia pero de hábitos silvestres, que tienen importancia
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en la transmisión de la enfermedad de Chagas entre los mamíferos

salvajes. Tambiénexisten los llamados "triatomas peridomicilia­

res", que anidan especialmente en gallineros, corrales, conejeras,

galpones, etc. y atacan de preferencia a los animales domésticos,

y ocasionalmente al hombre.

El Triatoma adulto mide entre dos y medio y tres centimetros

de largo, siendo el macho algo menor que la hembra. Comoen todos

los insectos, el cuerpo de la vinchuca está compuestode tres re­

giones: cabeza, tórax y abdomen. En la cabeza se encuentran los

órganos sensoriales, en el tórax están asentados los órganos lo­

comotores y en el abdomenel aparato repreoductor y las aberturas

respiratorias ( espiráculos ).La cabeza es alargada, y posee un

par de'ojos compuestos y un par de ojos menores ( los ocelos),ade:'

más de un par de antenas, órganos receptores de sensaciones. Nor­

malmenteplegada sobre la parte inferior se encuentra una especie

de pico recto denominadorostro.

Estos insectos se reproducen por huevo; la hembra pone hasta

200 de forma eliptica,y de color blanco cuando están recién pues­

tos. Luego este color va cambiando a rosado al adelantar el desa­

rrollo del embrión, cuya evolución se completa entre.15 y 50 dias

según la temperatura. Los huevos son depositados en la tierra, en

las grietas de las paredes y en otros lugares más o menos ocultos.

Al nace; el insecto tiene unos tres milímetros de largo y es

parecido al adulto, pero carece de alas. Unas semanas después la

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

alas. Estas mudas se repiten en número de cinco; cada una de ellas



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

las alas y el insecto adquiere su aspecto definitivo. Todoeste pro­

ceso dura alrededor de siete meses en condiciones óptimas; la vida

de un insecto adulto es de unos quince meses.

Los {ríatomas originalmente no están infectados con el Trioano­

soma cruzi ; se infectan cuando chupan.sangre de una persona o de un

animal ya infectados. Junto con la sangre ingieren los tripanosomas,

que luego se multiplican en el aparato digestivo del insecto y salen

en las deyecciones, que se constituyen por lo tanto en el vehiculo

de la infección.

Cuandoun Triatoma infectado pica a una persona sana, inicia el

mecanismode contagio de la siguiente forma: al llenarse de sangre:

defeca, dejando sobre la piel junto con la deyección una gran canti­

dad de tripanosomas. Si la persona se rasca, se producen microesco­

riaciones por las que entran los tripanosomas generando la infección.

Las investigaciones epidemiológicas más recientes demuestran que

esta enfermedad se encuentra ampliamente extendida en casi todos los

paises de América del Sur, y también existen casos egaAmérica Central

y Méjico. Desde el paralebo 42 en el Hemisferio Norte hasta el 43 en

el Sur se encuentran triatomas silvestres y domésticos, variando su

mayor o menor presencia de acuerdo a las condiciones geográficas y

ecológicas de cada pais.

Se pensaba que el insecto vector de esta enfermedad solo exis­

tia en zonas rurales, alejado de las grandes ciudades. Sin embargo

poco a poco fue invadiendo los barrios pobres de las ciudades, debi­



do especialmente a los movimientos migratorios de campesinos que

se trasladan a las grandes urbes con todos sus enseres, contenien­

do éstos muchas veces huevos, ninfas o adu tos del insecto vector.

Actualmente la Enfermedad de Chagas puede presentarse tanto en áreas

rurales comourbanas, lo cual constituye un problema sanitario de

gran importancia.

Comotoda enfermedad transmisiblella prevención es el pilar fun­

damental en la lucha para controlar o erradicar esta enfermedad del

continente americano. La prevención se centraliza en tres aspectos

principales:

¿ÜjDestrucción del insecto vector.‘

.fiogMejoramiento de la vivienda!
1

¿¿))Educaciónsanitaria de las poblaciones!
La destrucción o eliminación del insecto vector es esencial en

un programa de control o erradicacion de la enfermedad. Los métodos

de control actualmente en vigencia no han demostrado suficiente efec­

tividad, y se impone la búsqueda de pautas racionales para la selec­

ción y diseño de insecticidas más eficaces.



VI — PROPOSITOS DE ESTE TRABAJO.

El objetivo general de este trabajo es el estudio del sistema

esterásico presente en el Triatoaa infestans ( vinchuca ), su carac­

terización con respecto a: distribución subcelular, inhibición por

distintos inhibidores, activación por cationes bivalentes, movilidad

electroforética; y especialmente el comportamientode su actividad

hidrolitica frente a ésteres fosforados.

Los estudios sobre el metabolismo degradante de este insecto

son escasos o nulos. Este trabajo pretende por lo tanto, ser un apor­

te inicial a1 conocimiento de este proceso critico en la intoxicación

del insecto, y de su interacción con compuestosorganofosforados,’ïo­

mocontribución a la posibilidad del diseño racional de nuevos insec­

ticidas para el control del vector del Mal de Chagas, única forma via­

ble en la actualidad de reducir la incidencia de la enfermedad.



MATERIALES Y METODOS
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I - MATERIAL BIOLOGICC. MANIPULEO Y DLSECCIONES

Material biolóqico:

Los insectos utilizados en el presente trabajo fueron recogidos de

una colonia de Triatoma infestans (vinchuca) criada y mantenida en el

laboratorio desde el año 1974. Todos los insectos, tantos larvas comoa

dultos, son mantenidos en condiciones fijas de temperatura y humedad{e

lativa ambiente (3OQCy 50%respectivamente). Las condiciones normaliza

das de crianza y mantenimiento del insectario aseguran mayor precisión

en los ensayos biológicos.

Cuandofue necesario, los distintos estadios ninfales fueron iden­

tificados por sus características morfológicas externas según técnica

desarrollada en nuestro laboratorio (M.I.P.de Villar, resultados no pu­

blicados) . "

Disección yghomoqeneización:

Se trabajó con insectos ayunados durante 1 semana. Por medio de

pinzas y bisturí se separaron tórax y abdomende los insectos previamen

te congelados a —169C.

Los tórax fueron seccionados por la mitad para favorecer la poste­

rior homogeneización.. q
En caso de trabajar con abdómenes, se realizó previamente la diseg

ción del intestino, utilizando un microscopio estereoscópico NIKONSM22,

dado que, por los hábitos hematófagos de este insecto , las esterasas

digestivas juegan un rol despreciable en el metabolismo de los compues­

tos organofosforados.

-Engeneral, los homogenatos fueron preparados en ClNa 0,5M , utili

zando un homogeneizador SOPVALLmodelo Omni Mixer 17106 con vástago de
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teflón. Los homogenatosasi obtenidos fueron filtrados por lana de vi­

drio con el fin de retener los restos quitinosos.

Todas las operaciones descriptas se realizaron enfriando en baño

de hielo.

II — FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR

Se realizó por centrifugación diferencial, a partir de homogenatos

de tórax y abdomen (10 tórax/m1.; 5 abdómenes/ml.).

Una vez obtenida la fracción cruda, se midió el volumen y se guar

dó una alícuota. El resto fue centrifugado a 1000 g. durante 15 minutos

.en centrífuga refrigerada TomySeiko modelo RS-18 III. Se separaron el

precipitado de 1000 g. y el sobrenadante de 1000 g. De este sobrenadag

te, se midió el volumen, se guardó una alícuota, y el resto se centri­

fugó a 10.000 g. durante 30 minutos, obteniéndose un precipitado de

10.000 g. y un sobrenadante de 10.000 9., cuyo volumen se midió. Los

precipitados de 1900 g. y 10.000 g. se resuspendieron en volúmenes co­

nocidos de ClNa 0,5 M.

El procedimiento se resume en el siguiente esquema:

Crudo —

1000 g., 15 min. ""

Precipitado Sobrenddantel

(fracc1on nuclear) 10 OOO9., 30 min.

Precioitadg Sobrenadante g
(fracción (citosol)

mitocondrial)



En las cinco fracciones obtenidas por centrifugación diferencial

se determinó la actividad de esterasas eserina-resistentes por el méto­

do de Ellman luego descripto, usando acetato de tiofcnol (PTA) como sus

trato.

Se determinó también el porcentaje de actividad luego de la inhioi
.r , —5

Clon con paraoxon 10 M.

III — DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESTERASICA

.EEEB — Método de Ellman (35)

Los reactivos utilizados fueron: DTNBo reactivo de Ellman (Aldrj

Tiopropionato de etilo (Aldricfl; PTA(sintetizado en el laboratorio según

técnica de Booth y Metcalf (40)).

Se preparó una solución de buffer-cromógeno: 10 mg de DTNBeá‘1oo ml

de buffer fosfatos 0,2 MpH 7,2. Esta solución se conserva varios meses

en frasco color caramelo a 4QC. Las soluciones de PTAy TPE se prepara­

ron en etanol absoluto.

En un ensayo tipico se colocaron en celda de cuarzo de 0,5 cm de

paso óptico, 0,95 ml de solución buffer-cromógeno y 0,05 ml de prepara­

do enzimática. La reacción se inició con el agregado de 0,1 ml de solu­

ción de sustrato 20 mM,midiéndose la variación de la.absorbancia a

412 nmdurante 5 minutos en un espectroíotómetro UV-visible Varian 634.

Bn la celda de referencia se colocaron buffer-cromógeno y sustrato para

descontar de esa manera la autohidrólisis del mismo.

En los casos en que fuera necesario, se hicieron las correcciones

debidas a liberación de color no especifico por componentes de prepara­

do ensimático, incubando el tejido en B-C, sin sustrato.

El producto de la reacción es el anión S-tio-Z-nitro benzoato, al­



tamente coloreado.(RM: 13.600 a 412 nm)

La actividad enzimática se calculó de la siguiente forma:

Unidades enzimáticas (U.E.)=/¿ moles de sustrato hidrolizuoo =
’ Minuto

==ZXAbsorbancia/minuto É 1,1
13,6 x 0,5

Actividad especifica (A.E.)=¿¿Imoles de sustrato hidrolizado
’ minuto x mg. proteina

Definimos U.B. como la cantidad de enzima que hidroliza ljumol
de sustrato por minuto a 229€ y pH 7,2.

IIIb —Método delo<_:u>. (37):=== ____
Los reactivos usados fueron: acetato de o<- naftol (¡x NA, Siq­

ma); Diazo blue B ( Fast Blue B, o-dianisidina tetrazptizada. Sigma);

cK-naftol ( Sigma); dodecil sulfato de sodio ( lauril sulfato de 56­

dio, Sigma).

Se preparó una solución de sustrato (Ci NA) de 4 mg/ml en eta­

nol absoluto.

El reactivo de color se preparó en el momentode usar mezclando

dos partes de una solución de Diazo Blue B 1%en buffer fosfatos 0,2M

pH 7,2 y cinco partes de una solución del detergente 5%. El c1 naftol

producido por la reacción enzimática da un fuerte colgr azul con este

reactivo (ELM=600 nm). El dodecil sulfato de sodio solubiliza el com­

plejo coloreado y detiene la reacción enzimática.

En un ensayo típico se colocaron en tubo de ensayos 9,8 ml de bu­

ffer fosfatos 0,2M pH 7,2, 0,1 ml de sustrato y 0,1 m1 de homogenato.

A tiempo cero y luego de tres minutos de incubación a 309 C se tomó

una alícuota de 2,5 ml y se agregó a 0,5 ml de reactivo de color. La

absorbancia fue medida luego de 10 minutos de desarrolo de color (al
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cabo de ese tiempo se estabiliza el color del complejo), en celdas

de 1 cm de paso óptico, colocando en la celda de referencia le so­

lución correspondiente al tiempo cero.

Para el cálculo de la actividad enzimática se utilizó una cur­
n a I n nva de calibraCion obtenida con soluCiones de o(- naftol de concen­

tración conocida. Del gráfico de Absorbancia versus concentración

. E 4
de CK-naftol se obtiene un M = 5 x 10 .

Se calculó 1a actividad enzimática de la siguiente forma:

U.B. =limoles de sustrato hidrolizado =
minuto

= AAbsorbancia/minuto x 3 x 10-2

0,5

A.E. ; moles de sustrato hidrolizado
minuto x mg proteina

Definimos una U.E. como la cantidad de enzima que hidroliza iflmol

de sustrato por minuto a 3OQCy a pH 7,2.

III c - ¿Epibición " in vitro"

Inhibidores utilizados

_Esgrina

Es un inhibidor de coígnesterasas. Se
une al sitio esterático de la enzima

H3 -°—C—NHCH3 _por su grupo carbamilo y al sitio anió­

ÏHa :&H3 nico por su grupo amino, en una reac­
ción análoga a la reacción entre enzi­

may sustrato. La parte catiónica del inhibidor es hidrolizada, que­

dando1a enzima carbamilada. Tiene efecto inhibitorio por la relativa



lentitud con que la colinesterasa es regenerada por hidrólisis del

complejo intermedio. Es un inhibidor muypotente pero de acción cor­

ta.

Es de importancia en estudios bioquímicos para distinguir reac­

ciones debidas a colinesterasas de las debidas a otras esterasas " e­

serina-resistentes". En general, " in vitro" es suficiente una con­

centración 10-SMpara inhibir toda actividad colinesterásica.

faragxén ( 0,0 - dietil p-nitrofenilfosfato):
Bs el metabolito activo del paratión

Bto\\fi__o__<::)>_No (0,0 —dietil p-nitrofeniifosforotiouEtO// 2
nato). Fuerte inhibidor de serina-es­

terasas ( colinesterasas y carboxiesterasas), da una enzimafosfori­

lada extremadamenteresistente a la hidrólisis. Tiene alta actividad

insecticida, pero es muy tóxico en mamíferos ( DL50oral ratas =

2,5 mg/kg)

p ;_hidroximgrgurigenzgato_z (PHMB)

Reacciona con grupos —SHde las pro­

_Om_©-”9+ teinas, formandomonomercáptidos:
RSH + R'Hg+ ___.) RSHgR'

La reacción del PHMBcon grupos —SHpuede ser cayertida con el

agregado de un exceso de un reactivo comocisteina o glutatión, lo

cual permite evaluar la importancia de grupos —SHen enzimas.

En el caso de las esterasas interesa para distinguir las aril­

esterasas ( enzimassulfhidrilicas); de otras.

Ensayos de inhibición



Inhibición_c2n_eíc¿ina ( sulfato de eserina, Sigma):

Se estudió por el método de Bllman ya descripto (IIIa). Se usó

., . . . -4, D 4 . .una soluc1on de inhibidor 10 h. un un ensayo tipico se incubaron:

0,95 ml de buffer-cromógeno, 0,05 m1 de homogenato y 0,1 m1 de eseri»
.I . . . . ,,-5 .na ( concentraCion final de inhibidor: ¿o M) durante 15 minutos a

259€. Luego se agregaron 0,1 m1 de sustrato ( PTA) y se midió la ac­

tividad enzimática durante 5 minutos.

Inhibiciéh_c2n_pfirgo¿ógz

Se llevó a cabo según el procedimiento recién descripto, usando

. I I {1-3,}0,01 m1 de una soluc1on de paraoxon 1J n en etanol absoluto ( con­
.I . —5centraCion final 10 M).

En ambos casos se calculó el porciento de inhibición por com­

paración con un control sin inhibidor:

(AAbs./minL(¿Abs'/mln)control _ inhibido x 100
% Inhibición =

(AAbs./m1n. )Control

Enhibigión_cgn_RfiMÉ :

Se usó una solución de p-cloromercuribenzoico ( que por hidró­

lisis en medio alcalino da PHMB)10_3Men buffer fosfatos 0,2M ph 7,2.

Dado que este inhibidor no puede ser utilizado con el método de

Ellmanpor su interferencia con elrea:tivo de color;‘gu acción inhi­

bitoria fue evaluada por el método dequ —NAya descripto ( IIIb).

Se preincubaron durante 15 minutos a 30 QC,8,8 ml de buffer,

1 m1 de inhibidor ( concentración final 10-4M ) y 0,1 m1 de preparado

enzimático. Al cabc de ese tiempo se agregaronO ,1 m1 de sustrato

(°<NA) y se operó según lo descripto.



El grado de inhibición se calculó por comparación con un con­

trol sin inhibidor:

Abscontrol - Absinhibido x 100
.Abs .control

% Inhibición

III d - fictivación oor cationes bivalentes

Para los ensayos de activación por cationes bivalentes se usó

el sobrenadante de la centrifugación a 10000 g_de homogenatos de

tórax y abdomen de T. infestans ( 5 tórax + abdomen/ml de NaCl 0,5M)

La actividad de las enzimas eserina-resistentes se determinó

sobre homogenatos previamente inhibidos con eserina 10-5Mdurante

15 minutos a 309€, por el método del CK-NA(IIIb).

B1 efecto de los cationes bivalentes en la actividad enzimática

fue estudiado preincubando los correspondientes cloruros ( en concem­

tración final 10-3M) durante 15 minutos a 3OQCcon el preparado en­

zimático y eserina. Al cabo de ese tiempo fue agregado el sustrato

y medida la absorbancia. Paralelamente se llevó un blanco con igual

concentración de catión pero sin enzima.
_ ++ ++ ++ ++Los cationes ensayados fueron: Ca , Mg , Co y Mn .

III e - ¿EtiVidad enzimática " in vitro" frente a oa?atión v oaraoxón
Se ensayó la actividad enzimática de sobrenadantes de la centri­

fugación a 10000 g de homogenatos de tórax ( S/ml) y homogenatos de

abdomen ( 5 abdómenes/ml) en buffer fosfatos 0,5M pH 7,5, usando como

sustratos paratión y paraoxónradiactivos.

'Los reactivos utilizados fueron: paratión 14€ marcado en las po­

siciones 2 y 6 del anillo bencénico, actividad específica 2,2 mCi/mmol
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( ICN ). El paraoxón 14€ fue obtenido por oxidación del paratión

radiactivo según la técnica de Lee (35):

A 10 m1 de una mezcla de etanol y agua 50% (V/V) conteniendo 0,4

mmoles de ácido m-cloroperbenzoico ( Sigma) se agregaron 0,2 mmo­

les de paratión 14€ en 500;»1 de etanol. La reacción se llevó a

cabo a temperatura ambiente por 5 minutos. La mezcla se extrajo tres

veces con igual volumen de diclorometano, y este fue lavado con

C03HNa5%frio para remover el exceso de ácido. La fase orgánica

remanente se secó sobre Na504 y se concentró. El oxón se aisló

por placa delgada ( solventes: acetona-hexano-cloroformo-ZO;43:3).

Para la medición de 1a actividad enzimática, se incubá 1 ml

de cada homogenato con 5}&l de solución de paratión 14€ en etanol

absoluto (18500 dpm/5}Ál)durante 1 hora a 3OQC,enincubadora me—..

tabolica Dubnoff, con agitación. Los productos de la reacción fue­

ron extraídos con 2 ml de cloroformo, para separar el paratión sin

reaccionar, soluble en solvente orgánico, de los metabolitos, solu­

bles en agua. De cada capa, tanto clorofórmica como acuosa, se tomó

una alícuota que se transfirió a un vial de centelleo. A la alícuo­

ta de la fase acuosa se agregaron 10 m1 de coctel de centelleo Aqua

sol-2 (NewEngland Nuclear). En la alícuota.de la fase clorofórmica
«o

se evaporó el solvente en evaporador analítico N-Bvap ( Organo­

mation) y se agregaron 10 ml del cóctel mencionada. La radiactivi­

dad de las muestras fue medida en un contador de centelleo liquido

Beckman modelo LS 7000.

En forma paralela se llevó un blanco sin preparado enzimático.

El procedimiento fue repetido con una solución de paraoxón ra­

diactivo en etanol absoluto ( 40000 dpm/5}Al).
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Con los datos de radiactividad (en dpm) soluble en solvente

y en fase acuosa se determinó el porcentaje de conversión a meta­

bolitos hidrosolubles.

III f —Determinación de oroteínas

El contenido en proteinas se determinó por el método de Lowry

y colaboradores (59).

Se realizó una curva standard con albúmina de suero humano

Sigma).

A 0,1 m1 de homogenato en 0,9 ml de agua se agregaron 4 ml de

solución alcalina de cobre ( 1ml de CuSO4.5H20O;5%en tartrato de

sodio y potasio 1% + SO m1 de Na2C0 2% en NaOH 0,1N), y se dejó 103

minutos a temperatura ambiente. Luego se agregaron 0,4 m1 del reac­

tivo de Folin Cíocalteau ( Merck) diluido 1 + 2, y después de 30 mi­

nutos a temperatura ambiente se leyó la absorbancia a 660 nm contra

un blanco sin preparado enzimático.

IV - ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

IV a - Técnica electroforética

Las corridas electroforéticas se llevaron a cabÉ‘Enuna celda

de electroforesis Bio Rad modelo 150 A, circular, de acrílico, con

camisa de circulación de agua, y con 12 alojamientos para tubos de

7 cm o de 12,5 cm de largo y 0,7 cm de diámetro externo. Se utili­

zó una fuente de poder Bio Rad modelo 500.

Para la preparación de los geles se utilizaron los siguientes



reactivos: Acrilamida (Bio Rad), Bis acrilamida (Merck), TEMED

(N,N,N',N' tetrametilendiamina;Merck), persulfato de amonio (Merck),

Tris ( Merck).

Las soluciones stock se prepararon según Davis (61):

Solución stock A: HCl lN 48 ml

Tris 36,6 g

TEMED 0,23 m1

H20 c.s.p 100 m1

Solución stock B: Acrilamida 28 g

Bis 0,735 g

H20 100 ml

Estas soluciones se filtraron y almacenaron en frascos color ca­

ramelo en refrigerador, a 4QC.

La solución de trabajo para el gel de concentración de 7%de a­

crilamida es preparada en el momentode uso, por combinación de vo­

lúmenes iguales de soluciones 1 y 2:

Solución 1: 1 volumen de solución A

2 volúmenes de solución B

1 volúmen de H20

Solución 2: Persulfato de amonio 140mg/100 m1.

Preparación de los geles:

Los tubos de electroforesis bien lavados y secos, cerrados en un

extremo con tapones de goma, se llenaron con la solución de trabajo.

En la parte superior de cada gel, antes de que gelifiquen, se agregar

ron con cuidado SO )Ál de agua destilada, de modo de obtener una su­

perficie lisa y plana al qelificar. Esto favorece una mejor corrida



de las bandas proteicas y una mejor resolución en el gel.

Al cabo de unos 30 minutos se produce la gelificación, y qui­

tando el agua quedan los geles listos para su uso.

Preparación de las muestras

Los sobrenadantes de la centrifugación a 10000 g de homogena­

tos de tórax y abdomen en NaCl 0,5M (10 tórax/ml; S abdómenes/ml)

fueron mezclados con solución de sacarosa 40%para aumentar su den­

sidad, de modode tener una concentración final de sacarosa del 10%.

Preparación del buffer de corrida:

Los reactivos utilizados fueron: Tris (Merck); Glicina (Bio 4

Rad).

Se preparó una solución stock de buffer de corrida ( 6 g de Tris

2Odestilada csp 1 litro, pH 8,3), que se diluyó
1/10 en el momentode ser usada en los compartimientos electródicos.

28,8 g de glicina, H

Corrida electroforética:

Se colocaron los tubos con los geles en los alojamientos corres­

pondientes en la cuba electroforética, y se llenaron los recipientes

inferior ( anódico) y superior ( catódico) con buffer de corrida.

Se sembraron 25)A1 de muestra previamente preparada,a través
del buffer de la celda catódica, con micrójeringa Hamilton. Comoco­

1orante trazado: se sembró una gota de solución de azul de bromofe­

nol ( Bio Rad) en sacarosa, en uno de los geles. Dicho colorante ti­

ñe la albúmina, fracción proteica de mayormovilidad electroforética.

ba corrida se llevó a cabo a 2 mAmpere/gel en condiciones de re­
. n, . _ . .I .frigerac1on , para eVLtar la inactivaCion de las enZLmaspor el efecto



Joule.

Cuandoel frente de corrida llegó a 5 mmdel extremo inferior

del gel se interrumpió la corrida. Los geles fueron extraídos de los

tubos inyectando agua entre la pared interna del tubo y el gel por

medio de una jeringa hipodérmica. De esta forma, el gel se desliza

suavemente sin ser dañado,

l1_g - Técnicas de revelado usadas

Revelado de actividad esterásica

Se utilizó una adaptación del método de Jameson (62), que usa

comosustrato el acetato de c<-naftol(o(NA).

Los reactivos usados fueron:c(NA (Sigma), Fast Blue B (Sigma),

Tris (Merck).

Los geles se preincubaron en buffer Tris-HCl 0,2M pH 7,0 du--—

rante 1 hora y luego se incubaron 1 hora en una solución formada

por:

¿(NA 4 mg

Fast Blue B 10 mg

Etanol absoluto 1 ml

Buffer Tris-HCl 9 ml

preparada en el momentode revelar pues de lo contrario se oscurece,

Los geles fueron luego lavados con solución de ácido acético 15%(V/V)

durante 15 minutos, y almacenados en ácido acético 7%.

Revelado de proteinas

Las bandas de proteínas fueron localizadas utilizando el colo­

rante-Coomassie Brilliant Blue R 250 (Fluka) según los descripto por



Chrambach y colaboradores (63).

Los geles, luego de la corrida electroforétíca, fueron sumer­

gidos en ácido tricloroacético 12,5%, con agitación. Este pretra­

tamiento de fijación de las bandas de proteinas con el ácido au­

menta la sensibilidad de la detección. Después de 30 minutos los ge­

les fueron incubados con una solución de revelado preparada en el

momentopor dilución_1:20,en ácido tricloroacético 12,5%, de una so­

lución stock de Coomassie Blue 1%en agua.

A1 cabo de 30-60 minutos los geles fueron transferidos a una

solución de ácido tricloroacetico 10%y guardados. La intensidad de

las bandas aumentó durante las siguientes 48 horas.

IV c —Inhibición de la actividad esterásica en del
. . . . I . . . I . -‘En los ensayos de lnhlblClon de la act1v1dad en21matica, los

inhibidores se agregaron en la concentración requerida tanto en el

medio de preincubación comoen la solución de incubación.
- -5Fueron usados los Siguientes inhibidores: eserina (10 M), pa­

raoxon (lO-SM) y p-cloromercuribenzoato (10-4M)

IV d —Actividad fosfotrigsterásíca de las bandas de esteraías

Electroforesis y procesamiento del del

eCuLas electroforesis en gel de poliacrilamida deQEZmogenatos

tórax fueron llevadas a cabo según lo descripto en la sección IVa de

Materiales y métodos.

En cada experimento fueron corridos simultáneamente tres geles.

Unode ellos fue revelado para esterasas y otro para proteinas según

las técnicas recién descriptas ( IVb). El tercer gel fue utilizado
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para determinar la contribución de cada banda a la hidrólisis de

compuestos organofosforados.

Degradación de paratióngyupgíaoxón radiactivos

El gel, luego de la corrida electroforética, fue cortado trans­

versalmente en 28 porciones iguales de unos 3 mmde espesor, mediante

un gel slicer Bio Rad modelo 190.

Cada porción fue homogeneizada en 1 ml de buffer fosfatos 0,5M

pH 7,5, incubada durante 1 hora a 3OQCcon una solución de paratión

o paraoxón radiactivos, y la actividad hidrolitica determinada según

lo descripto en III e de Materiales y métodos.

V — ESTUDIO DE LA INTOXICACION CON PARATION "IN VIVO“

V a - Tratamiento

Se selec:= adultos machos, con pesos entre

153 mg y 25€ du :z'e tres semanas. 30 de ellos fueron

topicados po: el abdomencon una solución de paratión radiactivo en

acetona ( parctión 14€ marcado en las posiciones 2 y 6 del anillo
l

bencenico; actividad especifica 2,2 mCi/mmol;ICN)de 18500dpm/5}41.

La dosis topicada fue de 25}Jg/; k 20 JECESla DL del paratión).50
l

Los seis restantes fueron usados comocontrol, topicados solo con

solvente.

A las 2horas ,3 horas. 4 horas, 5 horas y a tiempo de muerte,

(que en promedio fue de 5h 38min I 17 min) fueron separados seis in­

sectos al azar, congelados a -169C por 5 minutos y luego lavados con

2 psrciones de 5 ml de acetona, para eliminar el insecticida no pene­



trado. Los extractos de lavado fueron transferidos a un vial de cen­

telleo, se evaporó la acetona y luego del agregado de 10 ml de cóctel

de centelleo Aquasol-Z se contó la radiactividad no penetrada en un

contador de centelleo BeckmanLS 7050.

Los insectos asi tratados fueron secados sobre papel de filtro,

se les cortó la cabeza, y se separó el tórax del abdomen.

!_2 -Mediciónde la actividad colinesterásica-Sintomatolooía

De cada lote de seis cabezas de vinchuca se prepararon dos ho­

mogenatos de tres cabezas cada uno, en 0,3 m1 de NaCl 0,5M. Estos

homogenatosse filtraron por lana de vidrio y'se utilizaron para la

determinación de la actividad colinesterásica, usando comosustrato

acetiltiocolina 12 mM,según el método de Ellman ya descripto.

Durante el proceso de intoxicación se estudió la aparición de­

sintomatología caracteristica de la lesión a nivel del sistema ner­

vioso centra1:.excitación, convulsiones, parálisis y finalmente

muerte.

V c —Medición de los productos de degradación

Cada grupo de seistóraxy seis abdómenes fue homogeneizado en

4 m1 de buffer Tris- HCl pH 7,4. El homogenato obtenido fue extraido«o
con 8 ml de cloroformo y sometido a centrifugación a 2000 rpm duran­

te 10 minutos en centrífuga clinica Rolco, para separar ambas capas

de solvente y decantar los restos de tejidos no disgregados.

De cada fracción, tanto clorofórmica como acuosa, se tomó una

alícuota de 1 ml sobre la cual se contó radiactividad luego del agre­

gado de 10 ml de cóctel de centelleo. Previamente, en la alicuota de
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la fase clorofórmica, fue evaporado el solvente, en cvaporador

N-Bvag ( Organomation), bajo corriente de nitrógeno.

X_g - Medición de 1a activación a ozraoxón

Los restos de extractos clorofórmicos fueron llevados a se­

quedad bajo corriente de nitrógeno en tubo de centrífuga. Cada re­

siduo fue tomado con 100 }Xl de cloroformo y sembrado en una pla­

ca de silica gel 60? 254 de 0,25 mmde espesor (Merck). En la mir­

ma placa se_sembró standard radiactivo de paratión, y frío de pam

ratión y paraoxon.

El sistema de solventes de corrida utilizado fue hexano:ace­

tona : cloroformo (40:20:3).

Luego de la corrida, por observación de las placas bajo una

lámpara de luz u travioleta, fueron visualizadas y señaladas las

manchas correspondientes a los compuestos no radiactivos.

Las placas de tlc fueron preparadas para ser reVeladas por au­

torradiografía marcandolos vértices con tinta radiactiva. En cuarto

oscuro fueron expuestas a placas radiográficas marca 3Mtipo R.

Luego de 40 días de exposición, las placas radiográficas fueron re­

veladas con revelador 3 Mdurante 5 minutos, luego lavadas con áci­

do acético 10%y fijadas con fijador 3 M. Las manchafi’radiactivas

fueron visualizadas comozonas oscuras sobre un fondo transparente.

Una vez revelada, la placa radiográfica fue superpuesta sobre

la correspondiente placa de sílica gel para localizar en ésta cada

_unode los componentes radiactivos que imprimieron la radiografía.

Con lápiz de grafito se marcó sobre la silica gel 1a ubicación del

paratión y paraoxón radiactivos. La sílice gel que contenía el pa­



ratión fue raspada y trasvasada a un vial de centelleo; de la mis­

ma manera se procedió con la silica gel con paraoxón. A cada vial se

se agregó 10 ml de cóctel de centelleo, se agitó y luego de 24 ho­

ras se contó la radiactividad.

VI — AISLAMIENTO ELECTROFORETICO DE UNA BANDA DE BSTERASAS

VI a —Técnica electroforética

Para el aislamiento de una banda de esterasas ( banda 9) se ­

utilizó un dispositivo experimental similar a lo descripto por Braatz

y McIntire (64), sólo que la recolección se efectuó en una cámara

formada dentro del mismo tubo que contiene el gel y sellada con mem­

brana de diálisis en cambiode efectuarla directamente en bolsita_ge
diálisis.

Preparación de los geles

Los tubos de electroforesis fueron cerrados en su extremo infen

rior con su correspondiente tapón de gomay colocados en el soporte

para gelificación. Asi dispuestos, se agregó a cada uno 0,2 ml de san

carosa 40%y luego 1,2 ml de mezcla de gelificación para gel de 7%de

acrilamida ( preparada según lo indicado en IVa) cuidadosamente. Por

su menor densidad la solución gelificante no se mezcló con la sacaro­

sa'y gelificó sobre ella, formándose de esa manera la cavidad en la

que se recogió posteriormente la banda enzimática.

Una vez formado el gel. se volcó la sacarosa de la cavidad, se

lavó varias veces con agua destilada para eliminar restos de sacarosa

y se secó.
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La cavidad fue llenada con buffer de corrida y cerrada con mem­

brana de diálisis que se fijó al tubo con un anillo de goma.

Corrida electroforética

Se utilizó el sobrenadante de la :eñtrifugación a 10000 g de ho­

mogenatos de tórax de T. infestans preparados según lo indicado en IVa.

En cada gel se sembraron 150)&l de homogenatos..Bn uno de los geles,
reservado comoblanco,-se sembró sólo una gota de solución de azul de

bromofenol más sacarosa.

La corrida se llevó a cabo según lo descripto, hasta que el colo­

rante trazador salió de la cavidad sellada con la membranade diálisis

y difundió en el buffer anódico.

Una vez terminada la corrida, se invirtieron los tubos y se reco_

gieron con microjeringa Hamilton la solución blanco y la solución que

contiene la enzima. Ambassoluciones fueron transferidas a sendos tu­

bos de ensayos y guardadas a —169Chasta el momento de su uso.

E —Control e1ectrofarét_i_gg

A los fines de comprobar la homogeneidadelectroforética del ma­

terial aislado según lo descripto en VI a, éste fue sometido a una

nueva electroforesis en gel de 7%de acrilamida, y a.slectroforesis en

un gel mas tramado, de 10%de acrilamida, preparado según Gabriel(65).

En ambosCasos las soluciones aisladas fueron mezcladas con so­

lución de sacarosa 40%de modode tener una concentración final de sa­

carosa del 10%, Se sembraron 150 H1 de muestra por gel y se llevó a

cabo la electroforesis en gel de poliacrilamida .

La actividad esterásica se reveló usando oONAcomo sustrato
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En otra experiencia, uno de los geles preparados para el aislamien­

to electroforético fue sacado de la celda cuando el azul de bromofe­

nol llegó a 5 mmde 1a cavidad utilizada para recoger la enzima. Lue­

go del aislamiento, dicho gel y otro sobre el que si se efectuó la

separación de la esterasa fueron revelados.conc&NAcomosustrato, in­

cubando durante 30 minutos.

Los densitogramas de las bandas de esterasas fueron obtenidos

por procesamiento de los geles mediante un Gel Scanner Varian, a una

velocidad de movimiento del gel de 5 mm/minuto; acoplado a un espec­

trofotómetro Varian 6345 y a un registrador Varian Aerograph modelo

20.

VII - CARACTERIZACION DE LA ENZIMA AISLADA

Xgl_a —Actividad frente a sustratos

La actividad de la enzima frente a PTAy TPBfue determinada

según la técnica de Bllman.

En un ensayo tipico se incubaron 50 Pa de enzima con 0,95 m1

de buffer-cromógeno y 0,1 ml de PTA 60 mMo TPE 20 mM, registrándo­

se la actividad enzimática por 5 minutos. La autohidgálisis del sus­
trato se descontó en la celda de referencia.

VII b - Determinación de quy Vmáx

Se prepararon soluciones de PTA 10 mM, 20 mM, 40 mM, 50 mMy

60 mM,con las cuales se cubrió un rango de concentraciones de sus­

trato.desde 0,91 mMhasta 5,45 mM.

Para cada concentración de sustrato se midió la actividad enzi­



mática por elxnétodo de Ellman, sobre:

0,95 m1 de buffer-cromóceno

50 1 de enzima

0,1 m1de sustrato.

El análisis por regresión de los datos de 1/v versus 1/5 per­

mitió, de acuerdo con el método de Lineweaver-Burke (66), el cál­

culo de los valores de Kmy Vmáxde esta enzima con respecto al PTA.

VII c —Inhibición de la actividad enigmática

—EDXP(2,2-diclorovinildimetilfosfato)

Inhibidor directo de colinesterasas y

(CH3O)¿- ¡lá--OCH==CC12 carboxiesterasas. Insecticida de con­

tacto y por ingestión con acción fumigante y penetrante y baja acti­

vidad residual, tiene rápida acción de volteo contra moscas, mosqui­
tos, etc.

Es rápidamente degradado en mamíferos por pérdida del metilo de

la unión éster o del vinilo.

¡202? (tri o-tolilfosfato)

OCH_ o CH o Es convertido_"in vivo" por oxidasas
3 3

©—-C— P——0-6 de función mixta en ¿interes ciclicosH
O¡ de saligenina. Su principal metabolito

CH3 .activo, el o-tolilsaligeninfosfato, es

un potente inhibidor de colinesterasa de suero. Es conocida también

su actividad potenciadora del malatión por su acción inhibitozia so­

bre carboxiesterasas.

—Bserina_y_pgrgoïó2

El efecto de estos inhibidores ya fue descripto en III d.



Estos inhibidores fueron ensayados sobre la enzima aislada por

el método de Ellman. Para tal fin, se preincubaron 50}Al de enzima

y 0,95 m1 de buffer-cromógeno durante 15 minutos con el inhibidor en

las siguientes concentraciones finales:

DDVP: 10-3M

-3
TOCP: 10 M

. -5Bserina: 10 M

5
paraoxón: 10- M

Al cabo de ese tiempo se agregaron 0,1 m1 de PTAy se registró la ab­

sorbancia durante 5 minutos.

nofliáisaáosesargtsisoï
Se ensayó el efecto cualitativo de una serie de modificadores“

proteicos , por electroforesis en gel de poliacrilamida.

Los compuestos usados fueron:

p-hidroximercuribenzoato ¿PHMB;Sigma)

1,2 ciclohexanodiona ( [:::EO , CHD,Pierce).‘O

. /CH3
BNPS-Escatol ( [::][Ï-“\Br , BNPS,Pierce)N/\S —.

NO-— —

2 o N‘
Bromurode p-azidofenilacilo ( N3- -E-CH28r, pAF, Pierce)

(CH3)2

Fluoruro de dansilo ( o , FD, Pierce)
O F

o- 2
3

1;5-I-Aedans( ,1,5,I ,Pierce)
HN-CHá-CHÏ ü--@--CHZ—I

N-_acetil imidazol ( NAI , Pierce).



Para cada inhibidor se p eincubaron 150 k1 de enzima con

15}X1de inhibidor 10-2 M ( lo que resulta en una concentración fi­

nal de 10-3 M) durante 15 minutos. Al cabo de ese tiempo se agrega­

ron 45 Fl de sacarosa 43% y se sembraron iSOIÁl en gel de 7% de a­

crilamida. Posteriormente se efectuó la corrida electroforetica y

el revelado de actividad esterásica usandoc<NAcomosustrato según

lo descripto en IV.

VII d - Activación our cationes bivalentes

Para la determinación del efecto de los cationes bivalentes

sobre la actividad hidrolítica de la enzima aislada, se usó como

sustrato p-terbutilfenil fosforotionato preparado según se describe

más adelante.( VIII). __

Los cationes ensayados fueron Ca++, Mg++, Co++ y Mn++.

En cada ensayo se incubaron 1,4 m1 de enzima aislada, 0,6 m1

de buffer Tris 0,3M pH 7,4 y 20)Ál de sustrato. A 0,7 ml de esta so­

lución se agregaron 7)Ál de una solución ‘lO-1Mdel cloruro del ca­

tión. Se tomaron dos alícuotas de 0,3 ml cada una, que se incubaron

durante 1 hora a 309 C con agitación, en baño metabólico. Paralela­

mente se llevaron controles sin el agregado de catión. La reacción

se cortó con 2 m1 de cloroformo y 0.7 m1 de agua. “n

Sobre una alícuota de 0,5 m1 de la fase acuosa se agregaron 10

m1de cóctel de centelleo Aquasol-2 y se contó la radiactividad.

De la fase orgánica se tomó una alícuota, se evaporó el solven­

te y se contó la radiactividad luego del agregado de cóctel.



XEE_É —Actividad Versus DH

Para la observación de la variación de la actividad de la en­

zima aislada con la modificación del pH del medio, fue necesario uti­

lizar una modificación estática de la técnica de Ellman, dado que, co­
mofuera informado ( 67) los estudios cinéticos se ven dificultados

por la dependencia con el pH de las reacciones de los tioles con el

DTNB.

Se prepararon una serie de buffer fosfatos 0,02 Mcon pH desde

6,5 hasta 9,9.

Para cada valor de pH, se incubaron 50}Ál de enzima, 25 pl de

PTA 60 mMy 0,5 ml del buffer correspondiente, a 259 C durante 5 mi­

nutos. Al cabo de ese tiempo la reacción fue detenida por dilución

de 0,2 ml de la mezcla de incubación en 0,9 ml de buffer-cromógeno

preparado según lo descripto en III a, y se midió 1a actividad en­

zimática. Paralelamente se llevó un blanco sin enzima, para descontar

la autohidrólisis del sustrato.

VII f —Actividad versus temperatura

La medición de la actividad de la enzima aislada en función de

1a temperatura de incubación fue realizada pór el métsdo de Ellman,
usando PTAcomosustrato, en celdas termostatizadas..

Se incubaron a las distintas temperaturas, en celdas de 1 cm de

paso óptico, volúmenes medidos (2,2 ml) de buffer-cromógeno y sus­

trato, y una vez termostatizados se agregaron 100fll de enzima. La

actividad enzimática se registró durante 3 minutos, descontándose

la autohidrólisis del sustrato.



Xlg;5_- Estabilidad térmica

La actividad luego de someter la enzima a SOQC,759€ y 1009€.

se midio por el método de Sllman, unando PTAcomo sustrato.

Para cada punto se incubarcn 50¡¿1 de enzima con 1 ml de'buffer—

cromógenoen tubo con refrigerante (para disminuir la evaporación),

durante 30 minutos. Al cabo de ese tiempo se enfrió, se agregó el sus­

trato y se registró la variación en la absorbancia durante 5 minutos.

VIII - ACTIVIDAD ESTERASICA DE LA ENZIMA AISLADA FRENTE A BSTBRES

FOSFORADOS

La actividad esterásica de la enzima aislada se ensayó sobre

una familia de éstercs fosforados sintetizados en el laboratorio,'de

estructura general:

_ ¿»aR-<:>-o—
marcados en 1- 14C-etilo.

. . . 14, ., , 14 . .Los reactivos utilizados fueron: c- paration ( L- C—0,0die­
4til p-nitrofenilfosforotionato) 19 mCi/mmolGAmersham);1--1 C-Etanol,

45 mCi/mmol(NewEngland Nuclear); p-nitrofenol, p-áïïilfenol, fenol,

p-cianofenol y p-clorofenol (Aldrich); cloruro de ticfosforilo (Al­

drich).

———_—.——————-————._—_———

Se hacen reaccionar mol a mol el fenol correspondiente en tolueno

anhidro con EtONa2 N recién preparado, y se deja reflujar durante me­



dia hora. Luego se evapora el solvente, obteniéndoSe el fenato de

sodio correspondiente.

Síntesis de los fosforotionatos radiactivos

Se colocó en baño de hielo seco-acetona durante 20 minutos una
14 .,C etanol. Se abrio el envase y se agre­

4
ampolla con 250}ÁCi de 1­

garon por medio de una jeringa hipodérmica 34 [Él (3,3 x 10- moles)

de cloruro de tiofosforilo recién destilado y 0,48 mgde trietil­

amina disuelta en 100 ¡(1 de tolueno anhidro. La mezcla se agitó

5 minutos y se transfirió a un tubo de ensayos. La ampolla de reaCe;

ción fue lavada 2 veces con 150¡u de éter de petróleo y los liqui­

dos de lavado agregados al tubo de ensayos. Se agregaron 3,3 x 10-4

moles de la sal de sodio del fenol, se agito a temperatura ambient;

durante la noche y luego 2 horas a 609€. Se extrajo con 0,5 ml de

NaOH0,1 N frío y 0,5 ml de agua. La fase orgánica se secó sobre

Na SO¿y se removió el solvente bajo corriente de nitrógeno.2

Los fosforotionatos así sintetizados se purificaron por croma­

tografía en placa delgada ( tlc) preparativa, usando placas de si­

lica gel de 0,5 mmde espesor (Merck) y hexano 2 acetona : clorofor­

mo ( 40 : 10 ; 3 ) como solvente de corrida. Los productos radiacti­

vos se eluyeron de las bandas que los contenían usando comosolvente

acetona.

En la Tabla I se resume la actividad especifica de los compues­

tos sintetizados.
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TABLA I:

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE FOSFOROTIONATOS SINTETIÉADOS EN EL LABORATO:

O ' C‘

RIO, DE ESTRUCTURAGENERAL: CH3Ch2O\\ï___O__\:"/__R/' < >
CH3CH20

R Actividad especifica Rendimiento

mCi/mmol %

H 0,10 18

CN 0,08 19

C1 0,50 28

CH3 0,29 30

(CH3)3C 0,34 31

Determinación dg la actividad_esterásica

Se diluyeron 1,3 mi de la enzima aislada con 0,7 ml de buffer

fosfatos pH 7,4. 0,3 ml de esta solución se incubaron con una solu­

ción del sustrato radiactivo ( concentración final 15 mM)durante

1 hora a 309 C, y se determinó el porciento de conversión según lo

descripto en el punto IIIe de materiales y métodos.

Ix- TRATAMIENTOESTADISTICO

El análisis por regresión múltiple se realizó con un programa

de computación diseñado por el grupo Computación de CITEFA. Dicho



programa permite obtener los parámetros inherentes a la ecuación

de regresión y los datos estadísticos para juzgar la validez de

los mismos. Ellos son: el.5 o coeficiente de correlación múltiple

( da una indicación del grado de correspondencia entre el dato bio­

lógico experimental y el calculado con la ecuación propuesta. r=1

indica que la ecuación es perfecta); los términos independientes;

los coeficientes de regresión para cada uno de los parámetros estu­

diados, y comoparámetro estadístico el valor de.E de significancia

para la decisión.



RESULTADOS Y DISCUSIÜN



I — ACTIVIDAD ESTBHASICA EN TRIATOMA ÏNFEST\NS

I a - Distribución subcelular

En la Tabla II se resume la actividad de esterasas eserina-re­

sistentes presentes en tórax y abdomende T. infestans, asi comosu

inhibición por paraoxón.

Cuando la fuente de enzima fue el abdomen se extrajo previamen­

te el intestino, para evitar incluir en este estudio el importante

grupo de esterasas involucradas en el proceso de digestión. Dadolos

hábitos hematófagos de este insecto, estas enzimas degradantes no

tienen significancia práctica en el estudio del metabolismode insec­

ticidas. ——

Comoera de esperar de acuerdo con lo informado por otros autores

(65) la mayor parte de la actividad expresada por insecto fue medida

en la fracción soluble.

Se observó una pérdida de actividad en las distintas fracciones

si se las compara con 1a actividad en homogenato crudo. Estos cambios

podrían ser atribuidos a variaciones en la concentración de activado­

res e inhibidores de estas enzimas. á“
En lo que respecta a la inhibición por paraoxón 1C—5M, se encon­

tró una mayorsensibilidad a la fosforilación en las esterasas de tó­

rax que en las de abdomen. Este resultado sugiere mayor actividad de

carboxiesterasas que de arilesterasas + acetilesterasas en tórax con

respecto a abdomen (20).

En base a estos resultados y a algunos posteriores ( electrofo­



TABLAII:ACTIVIDADDEESTERASASESERINA-RESISTENTESENFRACCIONESCELULARESDETORAXVABDOMSNDET.INFESTANS

4.

TóraxAbdomen

ActividadesActividadpor%ActividadActividadesActividadpor%Actividad

.33 ...33 .

pecíficax10tóraxx10despuésde12peciticax10abdomenx10despuésde

Fracción

(unidades/mg)(unidades/téhibicióncon(unidades/mg)(unidades/ab-inhibición

I1,
rax)paraoxon.domen)conparaoxon

Crudo18,1-1,438,1

Precipitado100097,0—1,52,10,512,5-2,110,2;3,5.11,3-5,751,1—4,9

+|

+

Sobrenadante1000916,7-1,120,4 Precipitado10000912,4—2,73,7—0,828,8—4,340,3'3,626,9—15,441,3—3,9 Sobrenadante10000916,9i1,613,812,239,816,023,6i2,555,4I16,054,9i3,7 Losresultadossonelpromediodetresdeterminacionesindependientes. Unaunidaddeactividadesterásicaesdefinidacomolacaqtidaddeenzimanecesariaparacatalizarlahidrólisis de1Fmoldesustratoporminutoa229CvapH7,2.

a
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resis) se decidió realizar los estudios sobre actividad esterásica

toxicológicamente importantelen sobrenadante de 10003 g de homoge­

natos de tórax. Concretamente avalan esta decisión: la mayor simple­

za en las disecciones del tórax, muydificilmente contaminable con

el contenido intestinal, el no haberse observado diferencias cuali­

tativas con abdomenen el contenido en los distintos tipos de este­

rasas, y el haberse establecido la naturaleza soluble de estas enzi­

mas.

I —Clasificación

1) En un intento por clasificar la actividad esterásica (sobre­

nadante de tórax) de acuerdo a Holmes y Masters (20), se midió la_Ïn—

hibición producida por eserina, paraoxón y p-cloromercuribenzoato.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla III.

Comopuede apretiarse se encontró inhibición parcial en todos

los casos, lo que demuestra la presencia de enzimas clasificables co­

mocolinesterasas, carboxiesterasas, arilesterasas y acetilesterasas.

Sobre la base de los valores de inhibición de la Tabla III, pue­

de estimarse la contribución de las actividades correspondientes a

los distintos tipos de enzima, comose observa en la Tabla.

2) Comose informara en la Introducción, una posible activación

por cationes bivalentes también es un criterio de clasificación de

esterasas (29 ). En nuestro caso ensayamos el efecto del Ca, Mg, Co

y Mn._



TABLA III : INHlBICION SELECTIVA DE LAS BSIERASAS DE TCRAX DE

T. INFESTANS.

Inhibidor Conccntración % Inhibición

. —5Eserina 10 M 40

' -5
Paraoxon 10 M 66

-4 ,
PCMB 10 M 54

CLASIFICACION DE LAS ESTERASAS SEGUN LA ACCIÓN DE LOS INHIBIDORES

Tioo de esterasa % de actividad

Colinesterasas 40 “

Carboxiesterasas 26

Arilesterasas 18

Acetilesterasaá 16

TABLA IV : EFECTO DE LOS CATIONES BIVALENTES EN LAS BSTERASAS ESE­

RINA RESISTENTE) DE T. INFESTANS

.13

Catión Actividad específica %Activación

10-3 M unidades/mg

Control 0,92 .Ï 0,26 _

Ca“ 4,46 1 ,13 384,8

Mg“ 0,92 _ 0,18 0,0

Mn++ 1,97 I 0,07 114,1



Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla IV.

Un análisis de los mismosindica claramente el efecto activan­

te (estadísticamente significativo) de Ca, Mny Co.

Si tenemos en cuenta lo ya mencionado en 1a Introducción, pode­

mosconcluir que el T. infestang_posee esterasas correspondientes al

grupo I ( Ca-activadas) y al grupo II(Cc, Hn-activadas)

Este hecho representa un interesante hallazgo, ya que hasta el

momentono se han informado esterasas del grupo I en insectos. En

cambio, existen varias referencias respecto de la existencia de es­

terasas del grupo II en mosca, lepidóptero,etc. (69)

I c - Blectroforesis en nel de poliacrilanida

El revelado de actividad esterásica usandoa(—NAcomo sustrato

lueoo de la separación electroforética sobre gel de poliacrilamida

mostró nueve bandas con actividad enzimática no inhibible por ese­

rina ( Figura 1). Este patrón de distribución de esterasas fue el

mismo en homogenatos de tórax y de abdomen.

Las bandas fueron clasificadas de acuerdo a su inhibición des­
—_ _ 1

5 M y p-cloromercuribenzoato 10 G Müpués de incubar con paraoxón 10­

en buffer Tris-glicina pH8,3 (20). La actividad correspondiente a

la banda V, no inhibible por ninguno de los compuestos ensayados,

fue atribuida a acetilesterasa; las bandas II, III, IV, VI,VII y

VIII, inhibidas por paraoxón, a carboxiesterasas y finalmente la

banda IX a arilesterasa, pues se inhibió con PCMB.La banda I pue­

de ser considerada comouna mezcla superpuesta de distintas clases
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FIGURA 1 :
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de esterasas, ya que se obServó inhibición parcial luego de la in­

cubación con paraoxón.

Los resultados electroforéticos, si bien mostraron similitud de

bandas para tórax y abdomen, sugieren al tórax comomejor sustrato

biológico para estos estudios, debido a que se tiene una mejor reso­

lución de las bandas, probablemente a causa de una menor concentra­

cion de proteina no enzimática.

I - Actividad durante el desarrollo oost embrionario

Dentro de este estudio general que apunta a una caracterización

de los mecanismosdetoxificantes del_T. infestans en lo que hace a

los sistemas esterásicos, fue de interés estudiar la actividad de es­

tas enzimas a lo largo del desarrollo post embrionario. ­

En la Tabla V se resume la actividad sobre PTAcomo sustrato,

que, comose puede apreciar, no muestra una mayor variabilidad en los

distintos estadios.

Este resultado fue confirmado por electroforesis en gel de poli­

acrilamida, ya que los zimogramascorrespondientes a los distintos es­

tadios ninfales fueron similares.

II — ROL DE LAS ESTERASAS DE T. INFESTANS EN EL METABOLISMO DB O.P.

II a - Metabolismo y toxicidad del baratión "in vivo"

Con el fin de establecer el rol del metabolismo degradante en

el proceso toxicodinámico de la interacción insecticida-T. infestans
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TABLA V z ACTIVIDAD DE ESTERASAS DE TÜRAX DE T. INFESTANS FRENTE

A PTA DURANTE EL DESARROLLO POST SMERIONARIO

Estadio Actividad especifica Actividad/tórax

( unidades / mg) ( unidades/tórax)

Ninfa I 0,08 1,3 x 10'3

Ninfa 11,111 - 0,09 1,2 x io“3

Ninfa Iv 0,08 7,0 x 10’3

Ninfa v 0,13 19,0 x 10‘3

Adulta 0,10 23,0 x 10’3

_..1

‘ Determinación efectuada sobre insectos de ambos estadios sin dim

'ferenciar entre ellos.
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se realizó un tratamiento de intoxic-ción con paratión ( en una do­

sis que es 20 veces la DLF ), y en función del avance del proceso deJO

intoxicación se obtuvo información sobre:

1- Inhibición de la colinesterasa.

2- Metabolismodegradante y distribución.

3- Metabolismo activante.

1 - lnhibigién_dg'la_cgl¿n3ste5a¿a:
Diversos autores han informado correlación entre avance de into­

xicación, la sintomatología de la mismay la inhibición de la colines­

terasa, en el caso de 0.9. Metcalf y March (70), intoxicando abejas con

con paratión y TEPP(tetraetilpirofosfato), observaron que habia coin­

cidencia entre 50%de inhibición e hiperexcitabilidad, 65%y "knoc¿7

down", 90%y parálisis y 98%y muerte. Similar experiencia realizaron

Mengle y Casida (71) intoxicando moscas con el compuesto 0.9. sarin,

obteniendo comoresultado una correlación entre sintomatología e in­
hibición de la colinesterasa de cabeza.

La actividad colinesterásica de la cabeza de los insectos trata­

dos con paratión radiactivo comose describe en materiales y métodos,

fue medida a distintos tiempos de intoxicación. Los resultados obteni­ü
dos se resumen en la Tabla VI.

Los mismos nos indican que hasta la tercera hora no hubo una in­

hibición significativa en la actividad de esta enzima. Este resultado

coincide con la ausencia de sintomas en los insectos. Desde la terce­

ra hora en adelante, comenzóa observarse en algunas de las vinchucas
. .' . . .I . I..

tratadas, exc1tac1on, inccordinaCion, posteriormïnte paralisis, para
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TABLA VI: EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD COLÍHESTERASICA EN CABEZA DE

TRIATOHA INFESTAKS DURANTE LA INTOXICACION CON PARATI N

Tiempo Actividad/cabeza Actividad' % Inhibición'

(horas) (nmoles/min.cabeza) Remanente %

Control 6,19 i 1,31 100 0

2 4,57 i 0,39 100 0

3 5,58 100 o

4 2,99 i 1,37 54,9 45,1

5 2,06 i 0,68 37,8 62,2

Muerte 1,17 i 0,40 21,5 78,5

‘ Expresada sobre el promedio de las actividades hasta 1 horas de
. . . . . +1ntox1cac16n, conSLGeradas normales. Promedlo = 5,45 —0,82

TABLA VII: DISTRIBUCION Y METABOLISMO DE PARATION RADIACTIVO EN

T. INFESTAEE

«e
Tiempo abdomen abdomen tórax tórax externo recupera­

( horas) solv. % aq. % solv.% aq. % % ción %

2 13,51 0,42 13,77 o 72,30 87

3 13,08 0,12 11,70 0_ 75,10 81

4 11,81 3,14 10,58_ 0,24 74,20 88

5 17,40 1,65 9,27 0,27 71,40 71

muerte 10,22 4,99 7,89 0,31 84,79 58
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llegar,a tiempo de muecte, a una falta total de movimiento, inclu­

so frente a estímulos sonoros y luminosos. Esta aparición de sínto­

mas coincidió con una progresiva inhibición de la actividad enzima;

tica. Comoera de esperar, esta inhibición se hace máximaa tiempo

de muerte, cuando alcanza un valor de 78,5 %.

Estos resultados nos muestran una evolución más rápida en inhi­

bición y sintomatología que los obtenidos por Wood(72), quien tra­

to T. infestans con 12,5 }Lg/g.de paratión. Esta mayor velocidad es

fácilmente explicable teniendo en cuenta la mayor dosis de tóxico

usada.

Si bien el experimento global de intoxicación "in vivo" fue

realizado principalmente para analizar el balance metabólico del pa­

ratión, el seguimiento de la inhibición de la colinesterasa y de la

sintomatología de la intoxicación aportó un interesante elemento de

juicio en paralelo sobre los efectos y el modode acción del xeno­

biótico.

2 —Metabolismo degradante 1_gist5ibucién__. _ _.,._ _
Ha sido ampliamente reconocida la importancia del metabolismo

degradante de insecticidas fosforados en insectos, comopaso funda­

mental condicionante de la acción letal de esos comñfl%stos(43)(73).

En nuestro ensayo topicando T. infestans con paratión radiac­

tivo,se puso especial atención en determinar la magnitud y distri­

DUCiÓnde los metabolitos polares formados por metabolismo degradan­

te del insecto.

En la Tabla VII se resumen los resultados acerca de la distri­



bución de radiactividad en el avance de la intoxicación.

La f‘acción acuosa representa los metabolitos polares princi­

palmente producidos por fosfotriesterasas. La fracción soluble

en cloroformo está compuesta por paratión y su metabolito activo,

paraoxón, producido por la accion de oxidasas de función mixta de

localizacion microsomal. El lavado externo corresponde al paratión

que no ha penetrado a través de la cuticula del insecto.

De los resultados de la Tabla VII se pueden extraer algunas

conclusiones generales. En primer lugar, respecto de la recupera­

ción, resultó muyllamativa la caida que se observa a partir de la

SQhora. Dado que el manipuleo y disección de los insectos se rea­

lizaron por similar procedimiento para los distintos tiempos de in:

toxicación, es posible que esta disminución se deba a una interacción

entre material biológico y el compuestoradiactivo. posiblemente

"binding" a proteinas de los tejidos que se eliminan comoprecipita­

do insoluble luego de la centrifugación.

Respecto de la penetración, los resultados de recuperación de

paratión sobre cuticula no mostraron diferencias significativas a lo

largo del experimento, tomandocomobase la radiactividad total recu­. q
perada. Esto parecería indicar un proceso inicial rápido de penetra­

ción, usando el solvente comotransportador o "carrier". Pero si se

tienen en cuenta los datos de É horas y de tiempo de muerte, no puede

dejar de tenerse en cuenta que la gran proporción de radiactividad no

penetrada deja grandes dudas sobre el valor real de la penetración en

estos casos.



Los valores de radiactividad soluble en cloroformo localizada

en tórax y abdomenno muestran diferencias apreciables entre si a

lo largo del experimento. En ambos casos se insinúa una tendencia

decreciente en los valores a medida que nos acercamos a tiempo de

muerte.

En cuanto a la radiactividad soluble en agua, muestra una ten­

dencia creciente a lo largo del experimento, pero, a diferencia de

la radiactividad soluble en cloroformo, se la encuentra principal­

mente localizada en abdomen, lo que podria ser explicado por la ma­

yor cantidad de hemolinfa de esta parte del cuerpo del insecto,

3- Met- o ism actLlante:

Está ampliamente aceptado que los insecticidas correspondientes

a la familia de los fosforotionatos deben ser activados a sus corres"

pondientes fosfatos análogos para manifestar su acción anticolineste­

rásica. Nohay muchosantecedentes en bibliografia respecto del por­

centaje de conversion necesario para provocar la muerte del insecto

tratado. En general los dosajes de fosfatos luego de la conversión

han sido realizados comparativamenteentre cepas susceptibles y re­

sistentes de insectos, a los fines de determinar mecanismosde resis­
tencia (74) (75). "‘

En la Tabla VIII se presentan los resultados obtenidos en vin­
.

chucas tratadas con paratión. Estos resultados demuestran una impor­

tante acumulación de paraoxón, y sugieren que la actividad de fosfo­

triesterasas es más importante para los tiofosfatos que para los fos­
fatos.



TABLA VIII

CONVERSION "IN VIVO" DE PARATION A PARAOXON EN TCR X Y ABDOMEN

DE T. INFESTANS

Tiempo de into- Tórax Abdomen

xicación (hs.) %paratión %paraoxón %paratión %paraoxón

4 95,0 5,0

5 91,1 8,9 87,4 12.6

Muerte(5h 38') 87.3 12,7 75,8 24,2

Con respecto a las diferencias de acumulación de paraoxón en­

tre tórax y abdomen, las mismas pueden atribuirse a la presencia de

los cuerpos grasos en el abdomen. En los insectos estos cuerpos, jun­

to con el intestino, almacenan una buena proporción de oxidasas de

función mixta, que actúan en el metabolismo de xenobiéticos (75)(77),

y en el caso de esta experiencia son responsables de la desulfuración

oxidativa del paratión.

II b —Metabolismo de oaratión y Daraoxón "in vitro"

a los fines de evaluar "in vitro" el metabolismo degradante de



2¿_infestan3 en cuanto a la hidrólisis de insecticidas O.P., se in­

cubaron homogenatos de tórax y abdomen con paratión y paraoxón ra­

diactivos, midiendo posteriormente la cantidad de metabolitos hidro­

solubles formados. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla

IX.

Un análisis de los mismospermite obtener dos conclusiones fun­

damentales:

1) La actividad degradante está localizada en mayor proporción en

abdomen.

2) La actividad hidrclitica sobre paratión es considerablemente su­

perior a la actividad equivalente.sobre paraoxón, sugiriendo que las

fosfotriesterasas del T. infestans presentan mayorespecificidad ha­

cia tiofosfatos que hacia fosfatos. _.

Las conclusiones obtenidas coinciden en un todo con los resul­

tados obtenidos en los ensayos "in vivo".

II c - Aporte de las distintas esterasas al metabolismo de O.P.

Obtenida la información "in vivo" e "in vitro" sobre el metabo­

lismo degradante de O.P., y conocida la composición electroforética
«m

de esterasas de T. infestans , fue de interés determinar el rol en

el metabolismo de 0.9. de las distintas bandas con actividad hidro­

litica frente a okNA.

Para tal fin se incubaron homogenatos de pequeñas secciones de

gel que contenian las bandas, con paratión y paraoxón radiactivos.

Posteriormente se midieron los metabolitos hidrosolubles formados en



TABLA IX: RADIACTIVIDAD SOLUBLE EN AGUA PROVENIÉÏTS DE PARATÏOH

Y PARAOXON PADIACTIVOS, INCUBAD‘S CON HOHOGENATCS DE

TORAX Y ABDOMENES DE T. IRPBSTÁNS

% Radiactividad acuosa '
Compuesto

Tórax Abdomen

Paratión 5,50 12,50

Paraoxón 0,45 5,15

‘ Corregida por hidrólisis no enzimática.



cada caso.

Los resultados de este experimento se resumen en la figura 2.

Puede verse en la figura que el patrón de degradación frente a

ambossustratos es distinto. Solamente una banda, correspondiente a

la banda IX, previamente caracterizada comoarilesterasa, mostró ac­

tividad frente a ambossustratos. Esta enzima parece cumplir un rol

importante en el metabolismo de 0.9. en I¿_infestans.

Por otra parte la banda V, clasificada comoacetilesterasa, y

la banda I, mezcla de distintos tipos de esterasas, fueron activas

en la hidrólisis del paratión.

Sorpresivamente se observó un pico de degradación de paratión

entre las bandas VIII y IX. En esa posición, si bien no hubo una tin­

ción caracteristica de esterasas,fue posible detectar una banda de

proteinas. Este hecho sugiere la presencia de una esterasa especifi­

ca, con caracteristicas de "parationasa", e inactiva frente a ckNA.

Con paraoxón, además de la ya mencionada.actividad correspon­

diente a la banda IX, se observan dos zonas de alta radiactividad

soluble en agua, correspondientes a las carboxiesterasas II, III, IV

y VI, VII, y VIII, respectivamente. Esta alta radiactividad en la fa­q
se acuosa podria ser atribuida a unión a proteinas ("binding").Este

particular tipo de interacción entre carboxiesterasas y 0.P. fue in­

formado por otros autores(78) (79), y podria ser interpretada como

un mecanismoadicional de inactivación de ciertos compuestos fosfo­

rados.
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III - AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE: UNA ARÏU‘ZSTERASA

III a —Aislamiento_ .——¡—
Los resultados descriptos en el punto II c sugirieron que la

Banda IX, caracterizada comoarilest=rasa, tendria un rol primor­

dial dentro del sistema esterásico del T. infestans, en la degrada­

ción de ésteres fosforados.

Dada su alta movilidad electroforética se pensó que la forma

máspráctica de aislarla para su ulterior caracterización podria os­

tar dada por una electroforesis preparativa. Esta particular técnica

separativa fue aplicada con éxito a1 aislamiento de componentes pro­

teicos y enzimáticos (80) a través de modificaciones sencillas de.

equipos analíticos.

Nosotros adaptamos a los fines de nuestro objetivo la técnica de

de Braatz y McIntire (64) cuyos detalles se describen en Materiales

y métodos.

En la figura 3 se puede observar el densitograma de los geles

teñidos para actividad esterásica usando o<NAcomosustrato, antes y

después del aislamiento electroforético de la arilesterasa.w
La comparación de ambos gráficos indica claramente que sólo la

arilesterasa (banda IX) eluyó del gel, quedandoaislada y purificada

en la cámara contigua al gel.

Este hecho fue corroborado sometiendo la enzima aislada a una

nueva corrida electroforética utilizando el gel habitual de 7 %de

acrilamida,y un gel con una concentración de 10%de acrilamida. Es­
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FIGURA 3: DENSITOGRAMA DE GBLES TEÑIDOS CON CK NA, ANTES Y DESW

PUES DEL AISLAMIENTO ELECTROFORETICO DE LA BANDA IX.
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GEL SIN ARILESTERASA (BANDA IX)



te gel, más tramado, favoreceria la separación de proteínas de al­

ta movilidad electroforética que corren juntos en un gel de 7 % de

acrilamida. En ambos casos se constató la presencia de una única

banda.

La enzima aislada de esta manera fue posteriormente utilizada

para los ensayos de caracterización.

III b —Actividad frente a sustratos

La enzima aislada fue ensayada en su actividad hidrolitica

frente a PTAy TPEmediante el método colorimétrico de Ellman (35).

Sólo fue activa frente a PTA,pero no frente a un sustrato ali­

fático comoel TPE, lo que corrobora sus características de arileíg

terasa.

La actividad especifica frente a TPAfue de: 0,4}¿moles/min.x mg

Mediante el clasico método de Lineweaver-Burke (66), se obtuvo

por regresión 1a siguiente ecuación para la función característica

1/V versus 1/5:

1/V = 10,5 1/5 + 0,03

De esta ecuación se obtuvo el correspondiente valor de Kmparaw
PTA como sustrato, que fue :

K = 350 mM.
m .

La aplicación de la técnica de Ellman para medir 1a actividad

esterásica sobre tiosustratos podria ser considerada no útil en el

caso de arilesterasas. Esta técnica, comose describe en la Intro­

ducción, se basa en el color desarrollado por la reacción entre el



DTNBy grupos -SH, los que obviamente son b10queados. Comoresul­

tado de ésto, podria esperarse que el DTNBactúe como inhibidor de

enzimas sulfhidrilicas comoson las arilesterasas y, si esto ocu­

rriera, no seria aplicable.

En nuestro caso, dado que la técnica fue aplicable y la enzima

mostró caracteristicas de arilesterasa, se pensó que la reacción en­

tre los -SH críticos de la enzima y el DTNEseria muy lenta si la

comparamoscon la reacción entre el tiofenol o tioalcohol liberado

por la enzima y el reactivo de Ellman, o si lo hacemos con la reac­

ción de hidrólisis catalizada por la enzima.

Con el fin de aportar elementos de juicio acerca de la hipóte­

sis prOpuesta, se midió la reacción entre DTNBy enzima, en ausencia

de sustrato. El resultado fue que el desarrollo de color correspon­

diente a esta reacción fue despreciable durante los tiempos de medi»

ción de la actividad enzimática. Si se tiene en cuenta que un poste­

rior agregado de sustrato permitió determinar normalmentela activi­

dad esterásica, se puede presumir una baja velocidad para la reacción

entre el DTNBy los -SH de la arilesterasa aislada.

Este resultado no es sorpresivo, si se tiene en_guenta que la

velocidad de reacción entre DTNBy grupos -SH es muy variable (81).

En el siguiente esquema se resume lo descripto:

RSSR+ E-SH RSSE+ RSH

00 k //O D
CH3C\ + E-SH 2 , CH3C\ + -hSHS-Ph CH

k
.PhSH + RSSR _;_1__9 RSSPh + RSH
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k3 > k2 para que el método de Ellman sea aplicable.

k2 > ¿1 para nuestra enZima.

Por lo tanto en estas condiciones experimentales el reactivo

de Ellman no actúa como inhibidor.

III c - Inhibición de la actividad enzimática

Sobre 1a enzima aislada se ensayaron una serie de inhibidores

característicos de distintos tipos de esterasas, utilizando el méto­

do de Ellman con PTAcomo sustrato.

Los inhibidores usados fueron:

Eserina (iO-SM), inhibidor de colinesterasas (82);

paraoxón (lO-SM), DDVP(10-3M) y TOCP(10-3M), inhibidores de carbo­

xiesterasas (43).

Ninguno de estos compuestos, en las concentraciones ensayadas,

mostró actividad inhibitoria. Segúneste resultado, la esterasa en

estudio podria ser clasificada comoarilesterasa o acetilesterasa, y

se encuentra libre de contaminación con otros tipos de esterasas.

Adicionalmente se ensayaron comoinhibidores una serie de com­

puestos que, b10queando determinados grupos Tuncionales, actúan co­
—n

momodificadores proteicos. Ellos son:

- p- hidroximercuribenzoato (PHMB),clásico reactivo de —SH(83)

- 1,2-ciclohexanodiona (CHD), que condensa especificamente con gru­

pos guanido (84).

- N-acetil imidazol (NAI), reacciona solamente con residuos tirosi­

los_libres,de proteinas no desnaturalizadas (85)
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—BNPS-Escatol(BNP5), ataca grupos —SHy triptofano, y, con mucho

menorreactividad a cisteina (86).

—Bromurode p-azidofenilacilo (pAF), alquila selectivamente enzi­

massulfhidrilicas (87).

- Fluoruro de dansilo (FD), reacciona con —OHactivos de serina-es­

terasas (88).

—1,5-I-Aedans (1,5-1), modificador característico de grupos —SH(89).

Estos compuestos se evaluaron comoinhibidores a los fines de

tener una información más detallada de los grupos proteicos críticos

para la actividad enzimática.

No pudieron ser ensayados por el método de Ellman ya que inter­

fieren con él de distintas formas. Para la caracterización de su ac­

tividad inhibitoria se los preincubó con la enzima, y posterior­

mente se observó 1a actividad de la misma mediante el revelado de un

gel con C(NA, luego de la corrida electroforética, comoya fuera

descripto.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla X.

En la misma, la inhibición de la arilesterasa aislada se des­

cribe cualitativamente, por la apreciación visual de la intensidad

de color correspondiente a cada banda. El análisis dei grado de in­

hibición obtenido nos indica que los compuestos PHMBy pAF producen

inhibición total. indicando claramente que estamos en presencia de

una enzima sulfhidrilica, lo que nos aporta un elemento de juicio

clave para clasificarla comoarilesterasa. Los otros reactivos de

—SHensayados (BNPSy 1,5-I)1 al mostrar inhibición parcial corro­
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TABLA X: INHIBICIOH DE APILSSTERASA DE T. INFESTANS POR DESTIHTCS

MODIFICADORES PROTEICOS

Inhibidor Grado de inhibición Grupo modificado

PHMB -SH

CHD Guanido

NAI - Tirosilos

BNPS —SH; triptofano

pAF -SH

FD - -OH de serina

1,5-I -SH

+ + : inhibición total

+ : Inhibición parcial

_ : No inhibición.



boran que esta enzima tiene -SH con un rol clave en la actividad

enzimática.

Otro de los inhibidores ensayados, la CHD,mostró parcial ac­

tividad inhibitoria, lo que permite suponer la existencia de un

grupo guanido necesario para la normal actividad de la enzima.

Comoya se mencionara (2), numerosas esterasas (B esterasas)

basan su acción hidrolitica en ataques nucleofilicos del —OHde

la serina. En este caso tal mecanismono parece tener contribución

a la acción hidrolitica, comolo demuestra la resistencia de la en­

zima a la inhibición por FD.

III d —Activación oor cationes bivalentes

La enzima aislada fue ensayada en su actividad hidrolitica en

presencia de cationes bivalentes, usandoel p-terbutilfenil fosfo­

rotionato, que, comose describirá más adelante, resultó ser un ex­

celente sustrato de la misma.

'Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla XI.

Comopuede verse en la Tabla, el cobalto y el manganeso in­

crementan significativamente la actividad de la enzima. De acuerdo

con las clasificaciones ya discutidas en la introducción de este

trabajo, podemosconsiderar a esta esterasa comoperteneciente al

grupo II (Co-Mnactivadas). Este tipo de enzinas han sido encontra­

das en otras especies de insectos, y también en mamíferos (29).



_ se _

TABLA XI: ACTIVÁCION DE ARILESTERASA DE T. INFESTÁNS POR CAJIONES

BIVALENTES.

Catión Actividad % Activación

( % degradación en 1h)

Control 32,8 i 1,9

Ca++ 34,7 1 9,1 0,0

Mg++ 35,0 1 1,7 0,0

Co++ 46,7 i 2,8 42,4 t

Mn++ 53,0 i 2,9 61,6 '

‘ Activación estadísticamente significativa. p L_0,01.
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III s —Efecto del DHv de 1a temperatura

A los fines de una mejor caracterización de la enzima aislada,

se determinó la influencia del pH y de la temperatura sobre la ac­

tividad enzimática.

B1 efecto del primer parámetro se describe en la Tabla XII.

Los resultados alli resumidos indican que la actividad crece

continuamente con el pH hasta el máximovalor ensayado. Por otra

parte, a pH menores que 7 se reduce drásticamente la actividad.

Estos resultados sugieren que un medio básico es un requeri­

miento mecanistico para la hidrólisis catalizada por la enzima.

Con respecto al efecto de la temperatura, en la Tabla XIII se

resume la actividad enzimática a distintas temperaturas.

Los resultados indican la sorprendente termoesta.bilidad de es­

ta enzima, que hasta 609 C no sólo mantiene su actividad sino que la

incrementa sensiblemente.

Cuandose intentó determinar su resistencia térmica, se encon­

tró que ni aún a 1009 C durante 30 minutos perdía su actividad. Este

resultado es muy sorprendente, ya que hay muyescasos antecedentes

en la bibliografia acerca de enzimas resistentes a algas temperatup

ras, y una buena parte de ellos se refieren a enzimas de bacterias

termófilas (90).

III f —Actividad frente a ésteres fosforados

Los resultados resumidos en la Tabla XIVmuestran la actividad

degradativa de la enzima aislada frente a una familia de compuestos
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TABLA XII: ACTIVIDAD DE ARILESTERASA DE T. INFESTANS A DIFERENTES DH.

.pH Unidades enzimáticas

x 103 S/¿moles/min.)

5,6 0,16 fl 0,01

6,5 1,85 i 0,07

7,2 5,90 i 0,14

7,8 15,95 —0,35

8,6 25,70 — 1,55

9,9 37,00 i 0,28

TABLA XIII: ACTIVIDAD DE ARILESTERASA DE T. INFESTANS A DIFERENTES

TEMPERATURAS

Temperatura Unidades enzimáticas

(QC) x 103 ífibmoles/min.)

24 4,93 i 0,11

30 8,82 1 0,11

40 20,94 i 0,57

50 35,56

60 55,00
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fosforados radiactivos sintetizados en el laboratorio, de estruc­

tura general:

S OBt

R-@—O—H: OEt

donde los R son sustituyentes seleccionados para cubrir un amplio

espectro de polaridad y de efecto electrónico. El miembromás cono­

cido de esta serie homólogaes el insecticida paratión.

Nuestras hipótesis previas hacian suponer que la mayoractivi­

dad de la enzima podria corresponder a los compuestos con sustitu­

yentes R de mayor efecto atractor de electrones. Este efecto puede

ser medidocuantitativamente por la constante de Hammett (r, defi­
_.

nida como:

lOgL- = S)x6
K

donde KSrepresenta la constante de velocidad o equilibrio del miem­

bro E de un grupo de compuestos de una serie homóloga que sufre una

reacción, y Ko es 1a mismaconstante para el compuesto sin sustitu­

ir. La constante j) es caracteristica de las condiciones y tipo de

reacción, y el parametro de Energia libre Cí_es una msdida del efec­
to electrónico del sustituyente 3 sobre el centro de reacción (91)(92).

Sin embargo, la más alta velocidad de degradación se alcanzó

cuando R fue terbutilo. Este resultado hizo pensar que los efectos

hidrofóbicos podrian jugar algún rol preponderante en el mecanismo

de reacción enzimática. El parámetro más usual indicador de estos

efectos es la constante 1T desarrollada por Fujita y Hansch (93)(94),
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Esta constante se obtiene de los coeficientes de partición entre oc­

tanol y agua, y es definida como:

11 = log Ps — log Ph

donde Ph es el valor para el compuesto sin sustituir y Ps para el

sustituyente 3.
Conel fin de evaluar la influencia de los efectos electrónicos

e hidrofóbicos de los sustituyentes, se efectuó un análisis por regre­

sión de los valores de velocidad de degradación para cada sustituyente

con los correspondientes ó y,” . Comose informa en la Tabla XIV,

los resultados mostraron una buena correlación lineal (r: 0,971), es­

tadísticamente significativa (p(0,05). Los coeficientes de la ecua­

ción de regresiónlsiendo del mismoorden paraTÏ y 6 (0,301 y 0,298),

sugieren que ambosefectos son importantes en la reacción enzimática.
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TABLA XIV: DEGRADACION ENZIMATICA m: FOSFOROTIONATOS DE ESTRUCTURA:

R- / \ -0-P-(S) (OC2H5)2,CATALIZADA POR UNA ARILESTERASA

DB T. INFBSTANS

R Velocidad de degradacióna ’U b (j b
nmoles/hora x mg prot.

H 56,1 — 17,0 0 o

CN 150,5 i 14,5 _o,21 0,69

c1 115,6 i 7,6 0,70 0,27

CH3 90,9 i 17,8 0,53 —0,12

N02 97,7 i 15,3 —o,04 0,82 _‘

(CH3)3C 210,0 i 29,7 1,90 -0,17

: El resaltado es_el promedio de cuatro determinaciones indepen­
dientes.

b: valores de bibliografía.Hansch C. y Leo A, " Substituent constants

for correlation analysis in Chemistry and biology",John Wiley &

Sons, New York, 1979.

Correlación obtenida nor rcqresión:

log k = 0,301 11 + 0,298 (Í +-1,795

Parámetros estadísticos:

r = 0,971 F = 24,6 correlación significativa ( p 4,0,05)
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos respecto de la actividad de esterasas

en homogenatos de Triatoma infestans indican que:

1 - La mayor actividad fue encontrada en fracciones solubles, y en

abdomen.

2 - De acuerdo con los datos obtenidos con inhibidores, se puede

afirmar la presencia, dentro del grupo de esterasas eserina-resis­

tentes, de carboxiesterasas, arilesterasas y acetilesterasas.

3 - Conrespecto a la activación por cationes bivalentes, el incre­
+ + ++ +

mento de actividad con Ca+ , Mg+ , Co y Mn + señala la presencia

de esterasas de los grupos I y II. __

4 - La electroforesis en gel de poliacrilamida reveló la presencia

de nueve bandas de esterasas, clasificables como:arilesterasa (ban­

da IX), acetilesterasa (banda V), y carboxiesterasas (bandas II,III,

IV, VI, VII, VIII ).

5 —El patrón de bandas esterásicas no mostró variaciones cualitati­

vas durante el desarrollo post embrionario.

Los estudios realizados acerca del rol de estas-esterasas en el

metabolismo de insecticidas fosforados señalan que:

1 —La intoxicación con paratión, seguida hasta tiempo de muerte,

mostró un balance toxicodinámico con un excelente paralelismo entre

la inhibición de la colinesterasa de cabeza y la acumulación de pa­

raoxón, metabolito activo. Dentro de este balance, el metabolismo



degradante, objeto fundamental de este trabajo, demostró tener un

rol clave, comoes sugerido por la cantidad de metabolitos hidroso­

lubles presentes en abdomena tiempo de muerte, que representan ca­

si un 50 %del insecticida penetrado.­

2 - La incubación de homogenatos de 2¿_infestans con paratión y pa­

raoxón radiactivos mostró una mayor velocidad de degradación para el

fosforotionato, siendo más rápida en abdomenque en tórax.

3 - Un análisis de la contribución de cada banda electroforética a

la degradación del paratión y paraoxón, sugirió que la banda IX, cla­

sificada comoarilesterasa, tiene un rol fundamentalen la hidrólisis

de compuestos fosforados.

La experimentalmente demostrada importancia de la banda IX jus­

tificó su aislamiento electroforético y su caracterización, que dió

los siguientes resultados:

1 —La enzima aislada demostró ser electroforéticamente pura, y es­

tar libre de contaminacionescon colinesterasas, carboxiesterasas

o acetilesterasas.

2 - Su actividad hidrolitica frente a PTA, paro no frente a TPB, yfl
su inhibición por reactivos de -SH, señalan claramente que la enzi­

maaislada pertenece al tipo de las arilesterasas.
- . ++ ++ .

3 - El efecto activador de Co y Mn permiten tipificar a esta

enzima comoperteneciente al grupo II.

4 - La influencia del pH sobre la actividad enzimática mostró la

necesidad de un medio básico, y una actividad creciente en función



del pH,hasta el máximovalor ensayado (9,9).

5 - La termoestabilidad de la enzima resultó sorprendente, ya que

su actividad no se vió afectada ni aún después de Calentarla duran­

te_media hora a 1009 C.

6 - La actividad hidrolítica de esta enzimasobre ésteres fosfora­

dos de estructura general:

_ _É os:OEE
con sustituyentes R de distinta polaridad y distinto efecto electró­

nico, mostró una relación lineal con los parámetros representativos

de efectos electrónicos (<7) e hidrofóbicos (71). Cuandose correla­

cionaron ambasvariables individualmente, sólo la hidrofobicidad pri

sentó buena correlación, sugiriendo una mayorimportancia de este­

efecto.

Las características descriptas para la enzimaaislada sugieren

un mecanismode hidrólisis de fosforotionatos comoel que se indica

en la Figura 4.

De acuerdo al mismo, habría un primer paso en el cual el sustra­

to se une a la enzima para formar un compleja enzima-sustrato. Esta
á.)

unión, descripta comoEtapa 1, sería de naturaleza hidrofóbica y se

vería favorecida por la interacción entre el grupo aromático del

sustrato y 1a zona hidrofóbica de la enzima. Los sustituyentes del

grupo arilo de alta hidrofobicidad harían más eficiente la forma­

ción del complejo. Esta suposición se ve corroborada experimental­

mente” por haberse determinado que la enzima es una esterasa ari­
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FIGURA 4: PROBABLE MECANISMO DE HIDROLISIS DE FOSFOROTIONATOS

POR UNA ARILESTHRASA DE T. INFESTANS
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lica, y por el control hidrofóbico que se demostrara para la velo­

cidad de hidrólisis de arilésteres de P con distintos sustituyentcs.

Lo expuesto justificaria también la mayor eficiencia de la enzima

para fosforotionatos que para fosfatos, debido a una mayor hidrofo­

bicidad del Pcs frente al Pao.

En la Etapa 2, se sugiere un ataque nucleofilico del —OHsobre

el fósforo del éster que forma parte del complejo enzima-sustrato.

El mecanismode este paso de la hidrólisis enzimática no seria muy

diferente al de una hidrólisis alcalina, excepto por la mayorvelo­

cidad de reacción debido a una mayor labilidad del sustrato en el

complejo enzima-sustrato que cuando está solo. Comohechos experi­

mentales que apoyan esta hipótesis, se pueden mencionar: el parciaÏ'

control electrofilico que se demostrara para la hidrólisis enzimá­

tica, y que correspondería a la Etapa 2; en efecto, sustituyentes

R más electrofilicos-(de mayorCÏ ), al hacer más electropositivo al

fósforo favorecen el ataque nucleofilico (95). Además,el continuo

incremento de la velocidad de reacción a pH crecientes, es coheren­

te con el mecanismopropuesto.

La mayor labilidad del sustrato complejado podría deberse a

caracteristicas hidrofóbicas-hidrofilicas (bimodales) de la enzima,

que favorecerian la hidrólisis en medio acuoso de un sustrato lipo­

soluble; o a un efecto electrofilico de algún grupo o grupos perte­

necientes o cercanos a la zona hidrofóbica, que, deslocalizando

electrones del fósforo, lo hagan más electropositivo, favoreciendo

el ataque nucleofilico.
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El crítico rol del —SHpara la actividad enzimática es difí­

cil de explicar. A modode hipótesis especulativas, se podria pen­

sar en una asistencia anquimérica de este grupo, que debería estar
. pl . Icercano o pertenecer a la zona hidrorobica, y que actuaria aumen­

tando la electropositividad del fósforo; comopor ejemplo se des­

cribe en el siguiente esquema:

—<

¿g a d»­- _ _ H—— S

_J__

Otra posibilidad sería que el o los grupos -SH tuvieran un pa­

pel clave en la estructura de la zona hidrofóbica.

En amboscasos su bloqueo implicaría la pérdida de la activiJ”

dad enzimática. En el primero de ellos, porque la deslocalización

de cargas del S u O del sustrato sería necesaria para que el fósfo­

ro alcance a ser suficientemente electropositivo, de modoque el

ataque del —OHesté más favorecido que en una hidrólisis alcalina.

En el segundo caso, el bloqueo del —SHafectaría a la zona hidrofó­

bica de tal manera que se vería impedida la formación del complejo

enzima-sustrato. ü
Unacaracteristica de la enzimadifícil de explicar es su sor­

prendente resistencia al calor, Esta propiedad, difícilmente inter­

pretable comoun caso de renaturalización (dadas las drásticas con­

diciones de calentamiento usadas) mas bien odría inter retarse co­1 P

moun caso de catálisis independiente de la conformación de la pro­

teína'y asociado fundamentalmentea características hidrofóbicas de
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1a macromolécula. Esto recuerda el mecanismosugerido para transfe

rasas (96), en el cual la enzima provee básicamente un medio hidro­

fóbico entre sustrato y cofactor, para la reacción de transferencia.

Coincidentemente, e“ algún caso en particular se ha encontrado una

actividad de transferasa con una resistencia al calor similar a la

hallada en este trabajo para la arilesterasa {Wood5., comunicación

personal)

Un estudio como el presente, que lleva a un mejor conocimiento

a nivel molecular del mecanismodegradante de insecticidas provisto

por una arilesterasa de Triatoma infestans, sienta las bases para

el desarrollo futuro de agentes quimicos que, bloqueando esta par­

ticular actividad enzimática, actúen comosinergistas de insectici­

das organofosforados y, por lo tanto, puedan contribuir a un mejor

control del insecto vector de la enfermedad de Chagas.
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