BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Estudio de las esterasas del
T.Infestans y su rol en el
metabolismo de insecticidas
organofosforados

Casabe de Malkenson, Norma Beatriz

1982

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Quimicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Casabe de Malkenson, Norma Beatriz. (1982). Estudio de las esterasas del T.Infestans y su rol
en el metabolismo de insecticidas organofosforados. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1702_CasabedeMalkenson.pdf

Cita tipo Chicago:

Casabe de Malkenson, Norma Beatriz. "Estudio de las esterasas del T.Infestans y surol en el
metabolismo de insecticidas organofosforados”. Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas
y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1982.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1702_CasabedeMalkenson.pdf

UBA
Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1702_CasabedeMalkenson.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1702_CasabedeMalkenson.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

EsTuDIO DE LAS ESTERASAS DEL T. INFESTANS Y SU ROL EN

EL METABOLISMO DE INSECTICIDAS ORGANOFOSFORADOS

NORMA  BEATRIZ CASABE DE  MALKENSCN

~

BOC A

)

Tesis PRESENTADA PARA OPTAR AL TITULO DE

DOCTORA EN CIENCIAS QUIMICAS

1382



—

A MIS PADRES

A MI ESPOSO

A MI HIJA



Agradezco muy especialmente al Doctor EDUARDO NICOLAS ZERBA,

Director de esta Tesis, por haberme orientado nacia el camino
de la investigacidn entomotoxicoldgica, por sus muchas y con-
tinuas ensefianzas, por su guia y sus consejos durante la rea-

lizacibén y escritura de este trabajo.



AGRADEZCO:

A los Dres. Maria Inés Picollo de Villar, Susana Arnstein de
Licastro y Edgardo Wood, por lo mucho que me enseflaron y me ense-
fian, por la colaboracidn en algunos de ios experimentos realizados
y por el constante apoyo y la amistad que me brindan.

Al Sr. Fernando Melgar Suarez, por su colaboracidn en el tra-
bajc diario y su amistad.

Al Sr. Daniel BRazén, guien colaboré en la escritura a méquina
de este trabajo.

A los Dres. Roberto Pcmpel y Fecderico Lotz, por su labor ccmo
Consejeros de Estudios. -

Al Dr. Carlos Lantos, por su ayuda decsinteresada.

A la Sra. Susana F. de Segovia, quien cuida de nuestro insec-
tario, por la amistad que me brindara.

Al Dr. José A. Castro, por haber colaborado con las instala-
ciones de su laboratorio.

A la Comisidén de Investigaciones Cientificas de la Provincia
de Buenos Aires,que,a través de sus becas, é;rmitié_ig realizacidn
de este trabajc.

A CITEFA, institucién en la que desarrollo mis actividades.

A las siguientes Instituciones: CONICET, SUBCYT (a través de
su Programa MNacional de Enfermedades Endémicas); Ministerio de Sa-

lud Plblica; Gobierno de Japdn (a través de su Agencia de Coopera-



cibén Técnica); Organizacidn Mundial de la Salud ( a través de su
UNPD/World Bank/WHO Programme for Research and Training in Tropical
Diseases.

Al Grupo Computacién de CITEFA , quien prepard el programa de
regresién miltiple usado en este trabajo.

A mi esposo, el Licenciado Daniel Luis Malkenson, por la revi-
sibén del manuscrito, por su continuo apoyo y ayuda, y por respetar y
compartir mi interés en las Ciencias Quimicas.

Por Gltimo, agradezco a mi familia, a quien debo mucho de lo que

SOYe.



INTRCD

INDICE

UCCION

I - Es

Ia

Ib

Ic

IT - C

I

I

I

I

terasas : Generalidades

Definicidn

- Rol metabdlico

- Caracteristicas generales
-~ Mecanismo de hidrélisis

- Distribucidn

- Sustratos

- pH vy Temperatura éptimos

lasificacidn y Nomenclatura

Ia - Clasificacidn segln el sustrato

Ib - Clasificacibén segln su ccmportamiento
frente a inhibidores

Ic - Clasificacibén segln su comportamiento
frente a cationes bivalentes

Id - Resumen y equivalencias

III - Métodos de determinacidn

IIIa - Métodos bioquimicos
1 - Método titrimétrico

V4 .
2 - MAtodos manométricos

W

10

10

11



Método de Eliman

w
!

4 -~ Método de Gomori
5 — Método de los ésteres de p-nitrofenol
6 — Método de Talcott

IIIb - Métocdos electrcforéticos

IV - Rol en el metabolismo de Insecticidas
IV a - Insecticidas degradables por esterasas
1) Insecticidas Organofosforados
2) Carbamatos
3) Piretrcideos
IVb - Metabolismo detoxificante de Insecticidas
por esterasas
1) Insecticidas Organofosforados
2) Carbamatos
3) Piretroideos
IVc - Sinergismo

1Vd - Resistencia

V - La vinchuca y la Enfermedad de Chagas

VI - Propdsitos de este trabajo

MATERTALES Y METODOS

I - Matecial Bioldgico, manipuleo y disecciones

Material Bioldgico

11

11

12

12

13

15

15

16

16

17

17

20

21

24

27

32



Diseccidn y homogeneizacidn

I ~ Fraccionamiento subcelular

III - Determinacidn de la Actividad esterisica

IITa - Méitodo de Ellman

IIIb -~ Mé&todo del X NA

IIIc - Inhibicidn "in vitro"

Inhibidores utilizados

Ensayos de inhibicidn

IIId - Activacidn por cationes bivalentes

IIIe - Actividad enzimitica "in vitro" frente

. I 4
a paratidn y paraoxdn

IIIf - Determinacién de proteinas

IV - Eleciroforesis en gel de poliacrilamida

IVa -~

IVb -

IVc -

Ivd -

V - Estudio de la intoxicacibn con paratidén "in vivo"

Técnica electroforética
Técnicas de revelado usadas

Inhibicidn de la actividad esterisica

"en gel

Actividad fosfotriesterisica de bandas

de esterasas

Va - Tratamiento

s L4 [ (3 3 - - -
Vb - Medicidn de la actividad colinesterfisica-

Sintomatologia

32

33

34

35

36

36

37

39

39

41

41

44

45

45

46

47



Vc - Medicidn de los productos de degradacién

Vd - Medicidn de la activacibdn a paraoxdn

VI - Aislamiento electroforético de una banda de esterasas

VIa - Técnica electroforética

VIb -~ Control electroforético

VII - Caracterizacidn de la enzima aislada

VIIa - Actividad frente a sustratos

VIIb
ViIic
VIId
VIIe
VIIf

VIIg

Determinacidén de Km y Vmax

Inhibicidén de la actividad enzimitica
Activacidn por cationes bivalentes
Actividad versus pH

Actividad versus temperatura

Estabilidad térmica

VIII - Actividad esterisica de la enzima aislada

frente a ésteres fosforados

IX - Tratamiento estadistico

RESULTADOS Y DISCUSION

I - Actividad esterisica en Triatoma infestans

Ia - Distribucidn subcelular

Ib - Clasificacidn

¥c - Electroforesis en gel de poliacrilamida

47

48

49

50

51

51

52

54

55

55

56

56

58

60

62

64



Id - Actividad durante el desarrollo pcst-embrionario

IX -~ Rol de las esterasas de T. infestans en el metabolismo

de Organofosforades

IIa - Metabolismo y toxicidad del paratidn "in vivo"

IIb - Metabolismo de paratién y paraoxdén "in vitro"

IIc - Aporte de las distintas esterasas al metabo-

lismc de O.P.

III - Aislamiento y caracterizacidén de una arilesterasa

IlId

IIIe

ITIf

Aislamiento

Actividad frente a sustratos
Inhibicidn de la actividad enzimatica
Activacidn por cationes bivalentes
Efecto del pH y de la temperatura

Actividad frente a ésteres fosforados

RESUMEN Y CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

- oD

66

66

73

74

78

80

82

87

87

92

99



ABREVIATURAS

AcChE : Acetilcolinesterasa
ATC : Acetiltiocolinra
BuChE : Butirilcolinesteras
BTC : Butiriltiocolina

B-C Buffer—cromégeno

BNPS : BNPS-=Escatol

CHD : Ciclohexancdiona

ChE : Cdélinesterasa

DFP : Di-isopropil fluorfosfato

DTNBE

5,5'=~ditiobis 2-nitrokenzoicc
DL : Dosis letal 50

EPN : Etil p-nitrofenil fenilfosfonotionato
FD : Fluoruro de dansilo

INT: violeta de p-iodonitrotetrazolio
NTE : Esterasa neurotdxica

NTD : Neurotoxicidad demorada

NEM : N-etilmaleimida

o NA : Acetato de & -naftol

NAI : N-acetil imidazol

O.P. : Organofosforado

PPA : fenil fenil acetato

PCMB : p-cloromercuribenzoato

PTA : Acetato de tiofenol



PHMB : p-~hidroximercuribenzoato

pAF : Bromuro de p-azidofenilacilc
TOCP : Tri o-cresil fosfato

TPE : Tiopropionato de etiio

TEPP : Tetraetil pirofosfato

TEMED : N,N,N',N'=tetrametilendiamina

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

ia ~ Definicidn:

Las esterasas son enzimas que hicdrolizan ésteres, con la adicidn

de agua, para dar alcoholes o fenoles y acidcs (1):

=0 -0
R C<0R' + HZO ——— R C<OH + R'OH

Esta es una definicidn muy amplia, no muy precisa, e incluye
muchos tipos de enzimas.En general scn excluidas las enzimas que hi-
drolizan ésteres con cargas negativas cerca de la unidén éste- (co-
mo fosfatasas, sulfatasas, etc.) (2).

Las distinciones previas entre esterasas Vv otros tipos de enzimas
hidroliticas se han vuelto dudosas a la luz de recientes hallazgos,
que indican que muchas de esas enzimas son basicamente similares. Asi,
ciertas enzimas proteoliticas ( tripsina, quimiotripsina) fueron ca-
paces de hidrolizar ésteres carboxilicos rapidamente, catalizando la
hidrdlisis por el mismo mecanf{smo general que las esterasas y siendo
inhibidas por algunoé de los mas potentes irhibidores de es%terasas(Dr?,
paraoxén). Del mismo modo, algunas esterasas tuvieron capacidad hi-
drolitica frente a amidoderivados (3).

Esta superposicidén en la especificidad de sustrato entre diferentes
clases de enzimas hidroliticas puede deberse en ciertos casos a un.
mecanismo inespecifico de ruptura de la unidén éster, capaz de actuar
sobre cualquier éstef que pueda aproximarse al sitio activo.

Ib - Rol metabdlico:

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

A\

conocrdas. Se sabe de la existencia de muchas enzimas que exhiben ac-

tividad esteradsica, pero existe poca informacidn acerca de sus sustra-

tos fisioldgiceos. Las especificidades de sustrato superpuestas y la



dificultad en su determinacidn analitica sepsracda hacen dificil 1la

formulacién de puntos de vista acerca de la funcidn bioldgica de

pr

estas cnzimas. Actualmente hay e¢videncia al respectc en algunos po-
cos casos, Yy a menudo los experimentos decisivos han sido aquellos
en los que se usaron compuestos organofosforados o carbamatcs como
inhibideres selectivos. Asi, algunos investigadores afirman gue, en
insectos, las esterasas intervienen en la absorcién/digestién dza
lipidos de la dieta (4)(5). Ciertas evidencias (6) sugieren fuerte-
mente que ecstas enzimas jugarian un rol en la movilizacidn de gra-
sas. Whitmore y colaboradores (7) encontraron que algunas carboxi-
esterasas intervienen en la regulacidn del titulo de hormona juvenil.

Otras evidencias son principalmente negativss; por ejemplo, 1la
inhibicidn de:arilesterasa de higado (3) parece no producir ningan
cambio grueso en 21 metabolismo.

Aunque la fqncién fisioldgica de estas enzimas nc sea bien cono-
cida, es obvio que ellas juegan un importante rol en el metabclis-
mo de drogas (8). Un gran numero de xenobidticos son ésteres o po-
seen grupos ésteres en sus cadenas iateraies. Ello es particular-
mente cierto en el caso de los insecticidas ( organofosrforacos,
carbamatos, piretroides). Asi, en los Gltimos afics ha habido un
interés recurrente en estas esterasas por parte de 1308 toxicdlo-
gos de insectos.

Hay considerable evidencia de la participacidn de estas enzimas
en el metabolismo de ccmpuestos organofosforados y carbamatos.
Mazur (9) informd la hidrolisis de DFP por esterasas de suero o
plasma..Aldridge (10) estudid la hidrolisis del paratidn por este-
rasas de suero de conejo; etc. En insectos,Metcalf 'y cclaboradores

(17) encuentran que las esterasas arcmaticas son importantes =2n la



detoxificacidén de 0O.P. Kapin y Ahmad (4) encuentran arilesterasa en
el sistema nervioso de polilla, capaz de hidrolizar los O.P. antico-
linesterdsicos vue quieran alcanzar su blanco,la ChE de sistema ner-
vioso.

Estas enzimas suelen estar asociadas cocn fendmenos de toxicidad
selectiva, como en el caso del malatidn, favoreciendo la detoxifica-
cidén en mamiferos sobre insectos (12) y en insectos resistentes sobre
susceptibles (13).

También fueron investigadas esterasas que hidrolizan piretroides.

Bol ge_egtgs_egzimas eﬂ.lﬁ neQEQEPEiSiQaE‘2?&95529_(E?E)=

Es sebido que algunos O.P., inhibidores de AcChE, producen un efec-
to mas persistente conocido como neurotoxicidad demorada. La caracteris-
tica comin de estos O.Pe es que son ésteres de fdsfcro que son inhtti-
dores directos ¢ indirectos de esterasas.

Aldridge (15) sugirid que el evento inicial seria la fosforila-
cidén de esterasas. En principio se penséque la AcChE jugaba algin rol,
pero luego Earl y Thompson (16)(17) comprobaron que mientras la BuChE
era selectivamente inhibida por TOCP, un conocido neurotSxico, AcChE
no era afectada. Estos autores sugirieron a la BuChE como blanco prima-
rio en NTD. Esta hipbtesis fue posteriorment; desca;&gda pues: a) va-
rios ésteres no causantes de NTD inhiben BuChE; b) alcunos compuestos
que causan NTD no afectan la BuChE,

Teorfa de la_esterasa neurotéxica:en estudios "in vivo" e "in vitro",
Johnson (18)encontrd diferencias de inhibicidn de esterasas de cerektro
de gallina, entre O0.,P. gque dan NTD y acuellios que no la dan, Una pegue-

fia proporcidn del total de actividad frente a PPA fue susceptible de in-

hibicidn por ccompuestos gue dan NTD comc el mipafox. Compuestos in-



capaces de producir NTC, como el paraoxoén, no inhibian esa actividad en-
zimatica.

El autor llamd a esa actividad "esterasa neurotdxica" (NTE) y propu
so que ella representaba el sitio primaric de accidén de 0.P. que produ-
cen neurotoxicidad demorada.

Sin embargo esta teoria no es aceptada universalmente pues:

1) La actividad esterasica se recupera completamente cuando aun el animal
permanece paralizado.

2) Algunos carbamatos parecidos al PPA inhiben la NTE en polio, pero nro
producen neurotoxicidad demorada.

3) La NTE no ha sido aislada ni son conocidas sus funciones fisiclégicas
ni bioquimicas.

4) La hipdotesis no explica la selectividad de especies y la diferencia

de susceptibilidad segun la edad.

Aunque la participacidn de las esterasas 2n NTD no sea como bhlanco
primario, ellas probablemente juegen un rol como proteinas, "no target"
En efecto, lcs O0.P. que causan neurotoxicidad demorada parecen tener fuer
te afinidad por ciertas esterasas (como la NTE), que actuarian como de-
pbésito temporaric de estos compuestos, protegiendo inicialmente al ari-
mal de sus efectos agudos. Mas tarde estos ésteres, liberados lentamente
por un proceso reversible, alcanzarian el blanco neurotdxico y se acumu-
larian hasta alcanzar un umbral tal que ocurra NTD. El tiempo requerido
para ese "binding", liberacién.y acumulacion en el blanco explicaria el
periodo de demora en la aparicidén de sintomas luego de una exposicidn a

un compuesto responsable de neurotoxicidad demorada.(13).



Ic - Caractericticas aenerules

1 - Mecanismo de hidrdlisis:

El mecanismo de hidrdlisis catalizado por esterasas ha sido estudia-
do extensivamente en el caso de serina-esterasas, pero no es muy conocido
en arilesterasas. En forma general: la esterasa (EH) reacciona con el
éster (AB}, con formacion de un complejo de Michaelis (EHAB) para produ-
cir un derivado acilado (EA)(2):

EH + AB2—= [EHM.....AB] —= EA + BH

Este derivado puede reaccionar con una variedad de aceptores de aci-

lo; usualmente el aceptor es agua.
EA + HZO -—— EH + AOH
Si la EA se forma rébidamente pero no se disocia rapidamente en pre-

sencia de agua, el éster en cuestidon puede inhibir la accién de la estera

sa sobre otros sustratos.

2 - Distribucidn:

Las esterasas sén encontradas en distintos tejidos, tanto en mamifg
ros como en insectos.

Holmes y Masters (20) estudiaron la distribucidén en mamiferos: esta
parecerfia ser especifica de tejidos y variable segin la especcie.

Son amplios los estudios realizados en insectos#Kapin y Ahmad (4)
estudiaron la presencia de esterasas en polilla y encontraron actividad
en los once tejidos ensayados, ‘con distribucidn variable. Similares con-

clusiones alcanzaron otros investigadores (11)(21).

3 - Sustratos:
Dijimos ya que los tejidcs animales contienen mezclas complejes de

esterasas con especificidades de sustrato superpuestas y con sustratos



fisioldgicos aln no conocidos. Esto no indica la ausencia de un pa-
trén de especificidad de sustrato distintivo para cada enzima. En ge-
neral las esterasas estudiadas en detalle exhiben mixima actividad
frente a ésteres que contienen un grupo acilo particular. Son también
conocidos casos de especificidad estereoquimica. Estudios realizados
con distintos animales muestran que cada patrdn es caracteristico no

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

4 - pH y temperatura &otimos

Debemos recalcar 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 ccmo modificacién del
pH y de la temperatura de incubacidn, son también variadas y no es_po-
sible hablar de valores dptimos comunes para todo el grupo.

El rango de pH dptimos informados para estas enzimas es muy amplio.
Asi, Mounter y colaboradores (22) encontraron una esterasa d2 suero de
conejo con su mavor actividad a un pH de 6,7; Kapin y Ahmad (4) infor-
man un pH bptimo de 7,5-7,7 para una esterasa de intestino de polilla,
y una esterasa de plasma de conejo actla a un pH Sptimo de 10,6 (23).

En cuanto a valores dptimos de temperatlura, también el rango es
amplio, desde enzimas con una temperatura Sptima de_EBQC (24), hasta

aquellas que muestran alta actividad por encima de los 50eC (4),

II - CLASIFICACIOM Y NOMENCLATURA

0

. . « P ’
II a -~ Clasificacion secun el sustrat
==

Parte de la razdén de la carencia de progresaqgs apreciables en defi-



nir el status de las esterasas puede ser atribuida a la baja especirici-
dad y diversidad de sustratos hidrclizados por estas enzimas, y la conse
cuente dificultad para precisar una clasificacion (necesaria para orde-
nar los conocimientos),

Un intento de clasificacidn segln el tipo de sustrato hidrolizado
es el de Gomori (25). Segin este autor, las esterasas pueden dividirse
en dos grandes grupos: Aliesterasas y colinesterasas.

Las primeras hidrolizan ésteres de alcohcles libres de nitrdgeno.

/’
Centro de estas las lipasas hidrolizan grasas y aceites, y las esterasas
propiamente dichas actQan 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 bioquimicas entre igs
distintos tipos de esterasas son relativas y no absolutas, y que hay mu-

. - « 7 = s b4 -
chos ejemplos de superposicion entre tipos enzimaticos.

IIb - Clasificacidén seain su comnortamiento frente a inhibidores:

1 - Sobre la base de su comportamiento frente a inhibidores 0.P.,Aldridge

(10)(2€) distingue dos tipos de enzimas con actividad esterasica:

'S
ce

B-esterasas: Inhibidas por O.P. en una reaccidn progresiva y dependien
——

de la temperatura.

A-esterasas: Hidrolizan rapidamente los inhibidores que acilan las B-este

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

C-esterasas, que no interaccionan con O.P., ni siendo inhibidas ni hidro-
lizandolos. Es obvio que este grupo abarca una heterogénea coleccidn da

enzimas.



Segun este sistema de nomenclatura, tanto la ChE de suero como la
AcChE de tejido estan claramente incluidas dentro de las B-esterasas.
2 - Holmes y Masters (20) clasifican a las esterasas en cuatro grupos,
seglin sus reacciones caracteristicas con una variedad de inhibidores y

sustratos:

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

aromaticos y no son inhibidas por O.P. ni por eserina, pero si por reac-

tivos de grupos -SH como el PCHMB.

Carboxiesterasas {E.C. 3.1.1.1) hidrolizan preferentemente ésteres

alifiticos y no son inhibidas por eserina pero si lo son por 0.P.

Colinesterasas (E.C. 3.1.1.7; 2.1.1.8) actlan sobre ésteres de coli

nra a mayor velocidad que sobre ésteres alifaticos y aromaticos; y son in-

—_—

hibidas por O.P. y eserina.

Acetilesterasas (E.C. 3.1.1.6) hidrolizan ésteres arométicos, perc

no son inhibidas por O.P., eserina o reactivos de grupos -SH.
Aunque a la luz de nuevas investigaciones aparecerian otras subdivi

siones, la clasificacion de Holmes y Masters es hasta el momento la mas

completa y adecuada.

ITc - Clasificacidn seain su comportamiento frente a cationes bivalentes
g

Es posible clasificar las esteraaas en dos grupos:

I - Activadas por ca™t

II - Activadas por co't - ma*?t

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 tejidcs de insectos (27)(28). Los

reces son muy deficientes en este tipo de enzimas. Parecen ser muy espe



cificas de fosfaltos y muestran poco ¢ neda de actividad frente a tiofos
fatos (29).

Las correspondientes al segundo grupo parecen estar presentes en
mamiferos {(30), insectos (31) y peces (22). En todos los casos puaden
tener alta actividad, tanto frente a fosfatos como a ticfcsfatos.

La activacidn por cationes divalentes involucraria la formacidn de

quelato entre el idn en cuestidén y grupos de la molécula de proteina.

ITd - Resumer y eguivalencias:

Clasificacién seqOn Gomori

lipasas
Aliesterasas :::::j
~ esterasas
Esterasas
AcChE
Colinesterasas”/”
T~ BuChE
Clasificacidn seqlin Aldridge
hidrdlisis A-esterasas (arilesterasas)
(carboxiesterasas)
Esterasas + O.P. inhibicidn B-esterasas

(colinesterasas)

No interaccidn C-esterasas

Entre paréntesis figura el rombre equivalente de acuerdo con la clasi-

ficacién de Holmes y Masters.

Clasificacidon sealn Holmes y Masters

Entre paréntesis figura el nombre equivalente de acuerdo con la

clasificacion de Aldridge.



Esteraras
4,

Eserina
Inhibe. [
Colinesterasas Est. eserina-resistente=s
+
0.F.
—
ATC | BTC
|
AcChe BuChe Inhib.
Arilesterasas Carboxicesterassas
Acetilesterasas (B~ esterasas)
+
NMEM
Inhibe. \ l
Arilesteracsas Acetilesteracas

( A-esterazas)

IIT - METCDOS DE DETERMINACILON

I1Ia - Métodos biocuimicos

1 - Método titriméirico

Se basa en la titulacidn con alcali del acidc YTcerado por la
hidrélisis enzimatica.( 33) ’

El alcali puede agrecarse continuamente para mantener el medio de
incubacion en el pH inicial, o ser agregado luego de un tiempo fijoc,
para restablecer el pH inicial.

Dada su indole cinética, este método permite apreciar el cursoc

.

¢ L4 3 . ,
de la reaccion enzimatica, Ofrece las ventajas de precisidén, exactitua
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y versatilidad, pero su aplicacidn es menos sencilla y es de menor

sensibiliidad que alqunos de los métocdos espectrofotométricos.

2 - Mé*todos manométricos

La formacién de acido por esterasas puede también ser seguida

por determinacidén manométrica del CO, liberado en ura solucidén de

CO,HNa (34).
Este método, actualmente poco usado, no puede emplearse para

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

3 ~ Método de Ellman ( 35)

Para el caso de esterasas, utiliza como sustrato el acetato de
tiofenol ( PTA). El tiofenol producido por la hidrolisis enzimatica
reacciona con el 5,5'-ditiobis 2-nitobenzoato de sodio (DTNB) para

dar el anidn S5-tio 2-nitrobenzoato (amarillo,)\=412 nm):

oy D - -
Cﬂ3c\sph + H20 —_— CH3COO 4 PhS + 2H

PhS™ &+ oS- ' ' -
02N©s S NO, ___5 PhS— 0, + NG,
co0~ co 00 00

Es un método cinético que mide producto de la reaccidn y no
sustrato remanente, lo que lo convierte en mas sensible. Es simple,
preciso, versatil, y requiere cortos periodos de incubacidn. Sus
principales inconvenientes son: la necesidad de usaE‘%iosustratos;
no permite distinguir entre arilesterasas y acetilesterasas por la
imposibilidad de usar inhibidores de -SH que afectarian el reactivo;
por la autohidrdlisis del sustrato, es adecuado sélo en un raﬁgo li-

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

4 - Método de Gomori ( 36)

La actividad esterisica puede también ser determinada espectro-



fotométricamente por elo(c>#haftol generado por la hidrélisis de
de ésteres de naitilo, a través de una reaccién de copulacidn con
un diazocompuesto:
o< -naftilacetato (?naftilacetato) + HZO__9°(zaaft01@% CH4COOH,
of-naftol + Fast Blue B ——s compleio azul (A 600 nm)
F)-Naftol + Fast Blue B — complejo rojo (A:555 na)
Van Asperen ( 37) infcrmd que el o-naftilacetato es un excelente
sustrato.La técnica, pese a no ser cinética, es muy sensible para este_

rasas, especialmente adecuada para el estudio en insectos.

5 - Método de los ésteres de p-nitrofenol ( 33)

Estid basado en la medicidn cinética espectrofotométrica del p-
nitrofendéxido ( amarillo, 400nm) formado por la hidrdlisis enzima-

tica de los ésteres de p-nitrofenol:

. 0
u - - +
R..c—o-<:>-uo2 + Hy0 —>CH,C00™ + o—@>no2 + 2H

Los ésteres mas usados son el acetato y el butirato. Debe iener-

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

6 - Método de Talcott ( 39)

Especifico para carboxiesterasas, usa cdmo sustrato el malatidn.

—~ D
La hidrdlisis enzimitica de este compuesto es acoplada a la reduccidn

del INT con alcohol deshidrogenasa y NADH diaforasa:

Malatién + H,0 — malatién monoacido + etanol

Etanol + NAD—:SOMOl . ctaldehido + NADH
deshidrog.
NADH + INT —9:3f0rasa . .p . INT reducido ( rojo)

Puede registrarse espectofotoméiricamente a 500 nm la absorbancia

debida a la reduccidén del INT. Es una técnica cinética muy especifica



y sensible.

III b - Métodos electroforéticos

Las técnicas electroforéticas en gel son de gran utilidad para
el estudio enzimatico, tanto a los fines analiticos como preparativos.
Sor métodos razonablemente rapidos gue pueden llevarse a cabo con mi-
crocantidades de material ( muy importante cuando se trabaja con insec
tos). Las interacciones deAprotginas con el material del gel son raras
de modo que pueden usarse para separar con éxito distintos tipos de
proteinas.

Cuando se trabaja con enzimas se deke tener en cuenta que, una
vez resuelta la mezcla enzimitica por electroforesis, corresponde unsa
localizacidén de los componentes, y ésto implica preservar la estabili-
dad enzimatica durante la corrida electroforética y durante la loca-
lizacidn ( es decir, evitar las condiciones quz puedan llevar a la
inactivacidén de enzimas).

La actividad enzimitica debe ademas ser localizada prontamente
para evitar la difusidén de los componentes separados. A tal fin, las
técnicas histoquimicas pueden ser efectivamente adaptadas a la tincida
en geles. En el caso particular de las esterasas, un sustrato adecuaco
debe cumplir ciertos requisitos: ser suficientementé‘%oluble 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 &« o ﬁ—naftilacetato.sl naftol liberado



es revelado por la copulacidn con azocompuestos.

Este método en distintas adaptaciones es el mas usado para
esterasas.

b) Técnica de Booth y Metcalf (40):

Usa como revelante la solucion de Gomori. Desarrollada princi-
palmente para determinar colinesterasas, si se usa PTA en lugar de
acetiltiocolina o butiriltiocolina como sustratos puede ser adapta-
da a la determinacidn de esterasas.

Las interpretaciones mas recientes (41) indican una reaccidn en
tres etapas: 1) reduccidén del CuII por el tiofenol; 2) formacion de

un complejo Cu -tiofenol; 3) precipitaciébn del CuI por (NH4)2S:

CH,COSR + H,0 — 5 CH,COOH + RSH
++ + —
RSH + Cu — sy cu’ + 1/2 RSSR
RSH + cut®  _______, ( RS—-Cu)
+
(NH,) S

Cuis $ Pardo o negro

c) Técnica de Karnovsy y Roots (42):

También en este caso se usa PTA como sustrato. La base del mé-
todo es la reduccidn por el tiofenol del ferricianurg a ferrocianuro.
Este Gltimo se combina con los iones Cu'’ para formar ferrociaauro cu
prico insoluble. Como en el método anterior,los iones cu't en el me-
dio estan complejados con citrato, para prevenir la formacidn de fe-

rricianuro de cobre:

RSH + K3Fe(CN)6 _— K4Fe(CN-)6 + RS5SR

K Fel(CN) o+ cut* 5 cu,Fe(cN), | darrdn
SLCLA AL



IV - ROL EN EL M=TABOLISO OE IMSECTICIDAS

IV a - Insecticidas dccaradables nor ecterasas

1) Insecticidas organofosforados (0.P)

Referidos a menudo como organofosfatoc, ya gue muchos de los
miembros de este grupo son alguna forma de fosfatos. Les primeros
trabajos en O.P. fuercn 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 bioquimica del sistema nervioso de vertebrados e
invertebrados.

Estos compuestos, sean fosfatos u otros tipos de O.P., tienen_.lia
caracteristica comin de ser, o transformarse en, excelentes inhibido-
res de colinesterasas. Ern un sentido estricto, aquellos compuestcs O.
P. que no inhiben,o ho se transforman en inhibidore;ﬂde'colinesterasa
no son incluidos en este grupo.

Los 0.P. incluyen compuestos que son tOxicos generales comc pa-
ratién o TEPP y compuestos selectivos como el malatién y el Ronnel.
Son usados como venenos de contacto o por ihaestién, como fumigantes

—)
y como insecticidas sistemicos.
Poseen la estructura general:

Ry 0(S)
P
R2/ NAcil

donde: R1, R alquil, alcoxi o amino.

2:

Acil: cualquier radical acido



2) Carbamatos

Los carbamatos fueron los Ultimes en llegar al campo de los in-
secticidas anticolinesterasicos. Conocida la actividad anticolineste-
rasica de la fisostigmina ( eserina), el principal alcaloide del ca-
labar, se iniciaron trabajos en el desarrollo de analogos sintéticos
como la prostigmina. Aunque estos compuestos resultaron inhibidores
efectivos de colinesterasarde insectos,no fueron buenos insecticidas
dado que por ser ionizados no podian penetrar la barrera nerviosa.
Los insecticidas carbamicos modernos han sido modificados eliminando
los grupos polares, buscando una mayor solubilidad en lipidos, de
modo que puedan penetrar la cuticula del insecto y la vaina nervios

La estructura general de los carbamatos es:

R
R O—@—N/ 1
3 \\R
2
donde: Rl’ R2: H, metil, elil, 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 Chrysarftemus. 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 mamiferos. Sus desventajas son principalmente
su fotolabilidad y en menor grado su biodegradabilidad. Su accién prin
cipal es sobre el sistema nervioso central del insecto, produciendo qé

pida paralisis.



El primer analogo sintético fue la alletrina, desarrollada en
1949 por Schechter y colaboradores. A la comercializacién de la alle-
trina siguio-el desarrollo de pocos piretroideos nuevos, hasta los
progresos obtenidos unos quince afios después debido a desarrollos de
la Sumitomo en Japdn y de Elliot y.colaboradores en Inglaterra.

Los nuevos piretroideos sirvieron como sustitutos del piretro.

Al presente muchos' laboratorios en distintos paises examiran ca-
da afio miles de piretroideos potenciales, en la bisqueda de compuestos
mas fotoestables que las piretrinas naturales con propiedades toxicas
al menos similares y de costo razonable.

La estructura es muy variada : en general la mitad Acida es deri-

vada del Aacido crisantémico y la mitad alcohol variable:

IVb - Metabolismo detoxificante de insecticidas por esterasas

1) Insecticidas organofosforadcs

La detoxificacién metabdlica de O.P. es debida principalmente a
la ruptura de la unidn éster fosfdérico, lo cual resulta en la forma-
cién de una carga negativa en la molécula. Esa carga negativa iracti
va al O.P. como agente fosforilante o anticolinesterasico.

Este mecanismo es generalmente aceptado como de detoxificaciodn

porque los productos resultantes son no s0lo mucho menos activos co--

mo agentes anticolinesterisicos, sino también mucho mas solubles ea



agua y pueden ser rapidamente excretados en orina(43)

También la biotransformacidén de grupos funcionales de las cadenas
laterales es importante en la detoxificacidn de ciertos insecticidas.

La toxicidad selectiva de pesticidas crganofosforados es debida
principalmente a mecanismos de detoxificacidn.

La detoxificacidn es también responsable de muchos mecanismos de
resistencia en insectos.

Hidrdlisis enzimatica:

Ciertas esterasas catalizan la hidrdlisis de O.P. Son las llama-
das A-esterasas o fosforotriesterasas. Estas enzimas pueden hidrclizar
algunos ésteres carbamicos o carboxilicos. Como ya dijimos, difieren
de las fosfatasas: estas Ultimas hidrolizan una variedad de compuestos
neutros de fésforo. -

También las carboxiesterasas ( B-esterasas) resultan importantes
en la detoxificacidn de compuestos O.P. como el malation o el acetié@
que pose€en un grupo carboxiester en cadena lateral (44). Esta reaccidén
de detoxificacidn involucra la hidrdlisis de una unidn carboxiester,
dando un compuesto idnico no todxico:

¥
COOEt —— (CH,4) P <5\ CH-CH=® COOE L

-/ 2
0~
ﬁ

Otro posible mecanismo de hidrdlisis de O.P. es la O-dealquila-

i s
(CH;0) ,P ~°N CH —CH

O0Et 2

cién. Nolan y O' Brien (45) informaron la O-dealquilacidén de paraoxdn
en moscas, con formacién de etanol. Dado que se encontraba este pro-

ducto’ mas que el aidehido o S-etilglutatidn, pudo concluirse que la
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reaccién seria mediada por hidrolasas ( posiblemente A-esterasas)
y no por glutatién - transferasas u oxidasas de funcidn mixta.

En la molécula de malation pueden resumirse los tres tipos de
ataques hidroliticos por esterasas en ccmpuestos organofosfcrados:

(3)

Meol : (1) (2)
NE ¥s_cn— ¢ Yort

MéO'/, k =
1 CH5— ¢ — OEt

(3) 2)

(1) A- esterases
(2) B- esterasas

(3)eA- esterasas ?

2) Carbamatos
Dado que los carbamatos son ésteres, estén expuestos también

8 la ruptura por esterasas ( A y B- esterasas), dando productos idén

ticos a aquellos formades via hidrolisis quimica, como fenol, oxima

o enol y acidos metil o dimetilcarbamicos (46). Estos Gliimos son de

corta vida bioldgica y se descompcaen en CO2 y metil o dimetilamina:

H

/

\CH3

NH

ﬂ -
({R)Aro—C~—N _— (R)AroH + co2 + CH3...2

LLos metabolitos oxidativos que aCn poseen una unidn éster car-
bdmico intacta también estan sujetos a la hidrdlisis por esterasas.

Las diferencias en la velocidad de hidrélisis enzimitica depcen
den de la estructura del caerbamato y de la especie. Usuvalmente la

uniémr éster carbamico es relativamente estable en plantas e insectos
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mientras que los mamiferos son mas capaces de hidrolizarla. Estas
diferencias son en parte responsables de la toxicidad selectiva de
los carbamatos.

Por el momento poco ze sabe acerca de la bioquimica del proce-
so de hidrélisis por esterasas, tanto en mamiferos como en insectos.
En artrépodos pareceria ser que la hidrdlisis enzimatica es el me-
canismo predominante de detoxificacidn y las diferencias de suscep
tibilidad a carbamatos se deberian a diferencias en el titulo de
carbamato- esterasas.

También los fendmenos de resistencia a carbamatos estarian aso-
ciados a diferencias en el balance esterasico entre cepas resistentes

y susceptibles.,

3) Piretroideos

También los piretrcideos son detoxificados por procesos hidroli-

ticos:

~— S= O- -
e I
'\\O J

—

La principal actividad esterasica frente a piretroideos es loca-
lizada, en mam{feros, en microsomas de higado, probablemente debida a
canboxiesterasas microsomales (47). Estas carboxiesterasas son alta-
mente estereoespecificas, hidrolizando los isdmeros trans unas 52 ve-
ces mas rapido que los isdmeros cis.

La fraccidén socluble de nigado exhibe una actividad que es aproxi-



madamente .la quinta parte de la actividad microsomal, y menor ss-
terecespecificidad.

Aunque considerablemente menos activas que las de higado de
mamiferos, también se encontraron enzimas que hidroclizan piretroi-
deos en insectos. Estas esterasas hidrclizan generalmente los isé-
meros trans a mayor velocidad que los cis.

La hidrdlisis de piretro;deos es inhibida por inhibidores de
esterasas como los 0.P.,"in vitro" :e " in vivo". La toxicidad aguda
de algunos piretroideos es aumentada por pretratamiento de los ani

males con esos inhibidores.

IV ¢ -~ Sinergismd

Es el efecto exhibido por combinacidn de dos o mas compuestos—
quimicos, por el cual la toxicidad o accidn bioldgica es mucho ma-
yor que la esperada por la simple suma de los efectos causados por
los componentes individuales.

Los ejemplos de sinergismo resultante de la inhibicidén de es-:
terasas estan principalmente limitados a casos que involucran al
malatidn.,

Desde que Frawley y colaboradores (48)>;ncontr§£sn que el EPN
( etil p-nitrofenilfosfonotionato) potenciaba marcadamente la to-
cicidad del malatidn en mamife;os y han sidc examinadas muchas com
binaciones de insecticidas. Si los efectos de dos compuestos son
simplemente aditives, al administrar la mitad ce 1la DLSO ( dosis

letal 50) de cada comguestc, debe esperarse 50% de mortalidad. Si

ésta resulta mucho menor que 50%, los efectos son antagdnicos; por



otro lado, las ccmbinaciones sinerglisticas daran una mortalidad mu-
cho mayor que el 50%.

El efecto del EPN en el metabolismo del malatidn en mamiferos
ha sido bien estudiado. Es sabido que el EPN inhibe fuertemente la
detoxificacion enzimatica por hidrdlisis del carboxiéster del mala-
tién, " in vivo". Como el malatidn debe su baja toxicidad a la de-
gradaciodn por carboxiesterasas, la irhibicidén de estas enzimas re-
sulta en un aumento de toxicidad. El1 EPN es activado "in vivo" a su
oxén, el cual es un buen inhibidor de carboxiesterasas, mas que de
colinesterasas.

Murphy y colaboradores (49) ensayaron el potente inhibidor de
esterasas TOCP ( tri-o-tolil fosfato), encontrando en él actividad
sinergistica frente al malatidén. E1 TOCP y analogos resultan ser EB-
bres inhibidores de esterasas "in vitro" pero "in vivo"™ son activa-
dos e inhiben fuertemente las carboxiesterasas.

La toxicidad en mamiferos de otro O.P. con un grupo carboxiés-
ter en su molécula, el acetidén, es también potenciada por EPN y TOCP
probablemente debido al mismo mecanismo que opera en el caso del ma-
latidn. _

Aunque el mevinfds contiene un grupo carboxiéstar en su molécu-
la, no es potenciado por el EPN, ya que su principal mecanismo de de-
toxificacidén no depende de carboxiesterasas.

Un caso interesante es el del ticnomevinfds, cuyo isdmero cis
es sinergizado por EPN y TOCP, pero no el isdémero trans.

Como en insectos susceptibles la hidrolisis por carboxiesterasas

no es tan importante para la biodetoxificacidén del malatidén, los si-



nergistas del malatidn en mamiferos suelen ser inefectivos en ins
sectos. 5in embargo en cepas de moscas y mosquitos resistentes a
malatidn por alto nivel de carboxicsterasas fueron encontrados al-
gunos O.P. sinergistas del malatién (50) como el EPN y €l TOCF.

El sinergismo en O0.P. no esta restringido a combinaciones que
involucren malatidén o ccmpuestos con un grupo carkoxiéster como
uno de los compcnentes. Ejemplos de otras combinaciones sinergis-
ticas son: ronrel con EPN, paratidén, azinfosmetil o demetdn; DEF
y EPN con dicrotofds o dimetoato(43).

Por otra parte, en tejidos animales ‘hay una variedad de B-es-
terasas capaces d2 unir O.P. por "binding". Esas enzimas compiten
con la colineslerasa en su reaccidén con O.F. anticclinesterasicos.
Estas reacciones no son criticas para la vida del organismo, y,po;-
lo- tanto,esas enzimas juegan un rol como mecanismo de defensa. Si
un componente de una combinacién de O.P. reacciona mas rapidamente
con estas proteinas que el otro, entonces este Gltimo queda dispo-

nible para el ataque a la enzima blanco, acetilcolinesterasa.

Como ya hemos viste, también los carbamatos y piretroidcos

son detoxificados por la accidén de esterasas hidroliticas, y pueden
~=n

entonces ser sinergizados por inhibidores de estas enzimas. Aungue

los estudios en este campo son mas recientec, hay informacicnes de

accidn sinergista de O.P. sobre carbamatos (46) v sobre piretroi-

deos (51) (14).



IV 4 - kesictenciea

La resistencia ha sido definida como " la habilidad desarrolla-
da por una cepa de i sectos, de tolerar dosis de toxicos que resultan
ietales para la mayoria de los individuos de una pcblacidn normal de
la misma especie " ( Andnimo, 1957).

Debe enfatizarse que la resistencia es una propiedad de la po-
blacién v nd el resultado de alteraciones individuales. Poblaciones
normales de insectos exhiben polimerfismo respecto del darado de sus-
ceptibilidad; sbélo cuando la mayorie de la poblacidén es inicialmente
susceptible y por seleccidon con un insecticida desaparece, se aplica
el término resistencia. Este concepto de resistencia como " fendmeno
preadaptativo" esta basado en numercsos estudios en los cuales inva-
riablemente se encuentra que la resistencia depende enteramente dé la
se;eccién y no puede ser desarrollada con dosis subletales de insec-
ticidas.(52).

Teoricamente, la alteracidon de cualquiera de los procescs que
condicionan la penetracidn, distribucidén o interaccién con el blan-
co, de un insecticida, puede contribuir al desarrollo de resistencia.

Las principales causas de resistencia suelen ser:

Sitio de accidn alterado; —
penetracidén reducidaj;
detoxificacidn aumentada.

Dentro de esta Ultima, nos interesa analizar el posible rol de
las esterasas en el fendémeno de resistencia. Aunque como vimos, dis-
tintos grupos de insecticidas son ésteres, la resistencia debida a

esterasas resultd ser de importancia sdlo con insecticidas organo. -



fosforados.

Numerosos trabajos describen el rol de las carboxiestzsrasas en
la resistencia de insectos al malation. Asi, Matsumura y 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
misma afinidad frente al malatidn gue las correspondientes de las ce-
pas susceptibles, indicando que en estos casos la diferencia era
cuantitativa y no cualitativa. Townsend y Busvine (55) informaron que
las carboxiesterzsas estahan involucradas en la resistencia al mala-
tidén en mosca verde. Las actividades hidroliticas frente al malatiodn
y frente a propionato de metilo se localizaron en la misma fraccidn
subcelular ( microsomas), mostrando la cepa resistente mayor activi-
dad frente al primer sustrato pero menor actividad frente al metil-
propionato gque la cepa susceptible.

En resumen, ha sido bien establecido el papel de las carkoxi-
esterasas en la resistencia al malatiodn, aunque es interesante notar
que las propiedades de las carboxiesterasas en las cepas resistentes
de insectos vacian ampliamente segun la especie.

También ha sido propuesta la participaé&én de"fgffotriesterasas"
en la resistencia de insectos a compuestos organofosforadQS. Matsu-
mura y Hogendijk (56) compararon la actividad esterésica en cepas re-
sistentes y susceptibles de moscas, y encontrarcen en la enzima de la
cepa resistente mayor actividad frente a paratién que en la correspon

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

ron la degradacién de paraoxén "in vitro" en cepas de moscas, e infor
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maron que las moscas resistentes presencaban mayor actividad de una

esterasa microsomal que las susceptibles, atribuyeﬁdo a esa diferen
cia el mecanismo de resistencia. Parece cierto entonces gue la de-
gradacidn por fosfotriesterasas puede ser un mecanismo de resisten-
cia, aunque la importancia de su contribucidén no estd ain bien de-
mostrada.

Cabe seflalar que se han encontrado dos tipos de correlaciones
entre resistencia a 0.P. y actividad de esterasas no especificas:
1) resistencia asociada con baja actividad esterasica;

2) resistencia asociada con alta actividad esterasica.

El primer fendmeno, de correlaciodn nagativa, se resume en la
famosa hipdtesis de ia " aliesterasa mutada" (58). Esta hipdtesis
propcne que la mutacidén de un gen ( que codifica la alta actividad.
aliesterasica en cepas salvajes de moscas) da lugar en cepas resis
tentes a una fosfotriesterasa, responsable de la mayor capacidad de
toxificante de 0.P. de estas cepas. Un ejemplo de correlacidn nega-
tiva seria el ya citado de Townsend y colaboradores (55).

Muchos’son los informes de ccrrelacidn directa entre alta ac-
tividad esterasica y resistencia a C.P. Fenomenos de ecte tipo fue-
ron descriptos en mosquito( resistencia al diazindén y al fentién),

—=iD
saltamontes, etc (59).



V - LA VINCHUCA Y LA ENFEREMEDAD DE CHAGAD

La enfermedad de Chagas es una parasitosis causada por la pre-
sencia en el organismo humano de un protozoario flagelado, el "Tri-
panosoma cruzi", también conocido vulgarmente ccmo " Tripanosoma
americano". Este parééito se desarrolla en un insecto hematéfago, el
cual puede transmitir dicho parasito al homtre y a ciertos animales
domésticos y salvajes, los cuales constituyen verdaderos reservorios
de esta enfermedad permitiendo la continuidad cdel ciclo de transmi.-

sién.

La enfermedad de Chagas es transmitida por un insecto de la fa-
milia Redividos, que segin la regidn geografica puede tratarse de:™

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

de Peru, oceste de Chile; Triatoma dimidiata en el norte de Per(, E-

cuador, Colombia y América Central; Pastrongilus megistus en el cen-

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

triatcmas de distribucidn mas limitada.

Estqs insectos son conocidos vulgarmente con distintos nombres
segin el pais o regidén. Asi en Argentira se los denomina "chinche
gaucha" o " vinchuca"; en Brasil "barbeiro"; en Venezuela '"chipos";
en los paises andinos "chirimayas",etc.

Los triatominos transmisores del parésito son insectos con héa-
bitos domiciliarios, es decir que se encuentfan con preferencia en

el interior de las viviendas. Existen también numerosos insectos de

la misma familia pero de habitos silvestres, que tienen importancia
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en la transmisidn de la enfermedad de Chagas entre los mamiferos
salvajes. También existen los llamados "triatomas peridomicilia-
res", que anidan especialmente en gallineros, corrales, conejeras,
galpones, etc. y atacan de preferencia a los animales domésticos,
Yy ocasionalmente al hombre.

El Triatoma adulto mide entre dos y medio y tres centimetros
de largo, siendo el macho algo menor que la hembra. Como en todos
los insectos, el cuerpo de la vinchuca ecta compuesto de tres re-
giones: cabeza, torax y abdomen. En la cabeza se encuentran los
érganos sensoriales, er el tdrax estan asentados los dérgancs lo-
comotores y en el abdomen el aparato repreoductor y las &aberturas
respiratorias ( espiraculos ).La cabeza es alargada, y posee un
par de ©0jos compuestos y un par de ojos menores ( los ocelos) ,ade=
mds de un par de antenas, Organos receptores de sensaciones. Nor-
malmente plegada sobre la parte inferior se encuentra una especie
de pico recto denomihado rostro.

Estos insectos se reproducen por huevo; la hembra pone hasta
200 de forma eliptica, y de color blanco cuando estan recién pues-
tos. Luego este color va cambiando a rosado al adelantar el desa-
rrollo del embridn, cuya evolucidén se completa entregl5 y S5O dias
segun la temperatura. Los huevos son depositados en la tierra, en
las grietas de las paredes y en otros lugares mas o menos ocultos.

Al nacer, el insecto tiene unos tres milimetros de largo y es
parecido al adulto, pa2ro carece de alas. Unas semaneas después la
ninfa muda de piel y aumenta de tamafio pero sique careciendo de

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



da origen a una nin¥a cada vez mayor. Con la Ultime muda aparecen
las ales y el incecto adquiere su aspecto definitivo. Todo este pro-
ceso dura alrededor de siete meses en condicisnes dptimas; la vida

de un insecto adulto es de unos quince meses.

Los Triatomas originalmante no estan infectados con el Tripano-
soma cruri ; se infectan cuando chupan .sangre de una persona ¢ 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, gue se constituyen por lo tanto en el vehiculo
de la infeccidn.

Cuando un Triatoma infectedo pica a una persona sana, inicia el
mecanismo de contagio de la siguiente forma: al llenarse de sangre,
defgca, dejando sobre la piel junto con la deyeccidn una ygran-.canti-
dad de tripanosomzs. Si la persona se rasca, se producen microescc-

riaciones por las gque entran los tripanosomas generando la infeccion.

Las investigaciones epidemioldgicas mis recientes demuestcan gue
esta enfermedad se encuentra ampliamente extendida en casi todos 1los
paises de América del Sur, y también existen casos engAmérica Central
y Méjico. Desde el paralelo 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 geogréficas y
ecoldgicas de cada pais.

Se pensaba que 21 insecto vector de esta enfermedad sélo exis-

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

poco a poco fue invadiendo los barrios pebres de las ciudades, debi-
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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 adultos del insecto vector.
Actualmente la Enfermedad de Chagas puede presentarse tanto en areas
rurales como urbanas, lo cual constituye urn problema sanitario de

gran importancia.

Como toda enfermedad transmisible,la prevencidn es el pilar fun-
damental en la lucha para controlar o erradicar esta enfermedad del
continente americano. La prevencidén se centraliza en tres aspectos
principales:

4 \Destruccidn del insecto vector.z
.ﬁﬂgMejoramiento de la vivienda[

|
fﬁijducacién sanitaria de las poblaciones.

La destruccidén o eliminacidn del insecto vector es esencial en
un programa de control o erradicacidn de la enfermedad. Los métodos
de control actualmente en vigencia no han demostrado suficiente efec-

tividad, y se impone la bisqueda de pautas racionales para la selec-

cién y disefio de insecticidas mas eficaces.



VI -~ PROPOSITOS DE ESTE TRABAJO.

El objetivo general de este trabajo es el estudio del sistema

esterasico presente en el Triatoma infestans ( vinchuca ), su carac-

terizacidén con respecto a: distribucidn subceluiar, inhibicidn por
distintos inhibidores, activacidén por cationes bivalentes, movilidad
electroforética; y especialmente el comportamiento de su actividad
hidrolitica frente a ésteres fosforados.

Los estudios sobre el metabolismo degradante de este insecto
son escasos o nulos. Este trabajo pretende por lc¢ tanto, ser un apor-
te inicial al conocimiento de este proceso critico en la intoxicacidn
del insecto, y de su interaccidén con compuestos organofo%forados,'ﬁo-
mo pontribucién a la posibilidad del disenio racional de nuevos insec-
ticidas para el gontrol del vector del Mal de Chagas, Unica fcrma via-

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



MATERITIALES Y METODOS
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I - MATERIAL BIOLOGICC. MANIFULEO Y D.SECCIOMES

Material bioldqico:

Los insectos utiliczados en el presente trabajo fueron recogidos de

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

laboratorio desde el afo i1974. Todos los insectos, tantos larvas como a
dultos, son mantenidos en condiciones fijas de temperatura y humedad re
lativa ambiente (30QC y 50% respectivamente). Las condiciones normaliza
das de crianza y mantenimiento del insectario aseguran mayor precisidn
en los ensayos bioldgicos.

Cuando fue necesario, los distintos estadios ninfales fueron iden-
tificados por sus caracteristicas morfoldgicas externas segln técnica
desarrollada en nuestro laboratorio (M.I.P.de Villar, resultados no pu-

—

blicados).

Diseccidén y homogeneizacidn:

Se trabajo con insectos ayunados durante 1 semana. Por medio de
pinzas y bisturi se separaron tdérax y abdomen de los insectos previamen
te congelados a -16%C.

Los térax fueron seccionados por la mitad para favorecer la poste-
rior homogeneizacion.

' —~al

En caso de trabajar con abdomenes, se realizd previamente la disgg
cién del intestino, utilizando un microscopio estereoscdpico NIKON SMZ2,
dado que, por los hibitos hematdéfagos de este insecto , las esterasas
digestivas juegan un rol despreciable en el metabolismc de los compues-
tos organofosforados.

En general, los homogenatos fueron preparados en ClNa 0,54 , utili

zando un homogeneizador SORVALL modelo Omni Mixer 17106 con vastago de
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teflén. Los homogenatos asi obtenidos fueron filtrados por lana de vi-
drio con el fin de retener los restos guitinosos.
Todas las operaciores descriptas se realizaron enfriando en bairio

de hielo.

IT - FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR

Se realizd por centrifugacidn diferencial, a partir de homogenatos
de térax y abdomen (10 térax/ml.; S5 abddmenes/ml.).

Una vez obtenida la fraccidén cruda, se mididé el volumen y se quar
dé una alicuota. El resto fue centrifugado a 1000 ¢g. durante 15 minutos
.en centrifuga refrigerada Tomy Seiko modelo RS-18 IIL. Se separaron el
precipitado de 1000 g. y el sobrenadante de 1000 g. De este sobienadan
te, se mididé el volumen, se guardS una alicuota, y el resto se centri-
fugd a 10.000 g. durante 30 minutos, obteniéndose un precipitado de
10.000 g. y un sobrenadante de 10.000 g., cuyo volumen se midid. Los
precipitados de 1000 g. y 10.000 g. se resuspendieron en volimenes co-
nocidos de ClNa 0,5 M.

El procedimiento se resume en el siguiente esquema:

Crudo -

1000 g., 15 min.

Precipitado Sobrenadante 1

(fraccion nuclear) 10.000 g., 30 min.

| )

Precipitado Sobrenadante 2
(fraccidn (citosol)

mitocondrial)



En las cinco fracciones obtenidas por centrifugacidn difercencial
s¢ determind la actividad de esterasas eserina-resistentes por el méto-
do de Ellman luego cdescripto, usando acetato de tiofenol (FTA) como cus
trato.

Se determindé tambien el porcentaje de actividad luego de la inhibi

.. . -5
cion con paraoxon 10 M.

III - DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESTERASICA

IIIa - Método de Ellman (35)

Los reactivos utilizados fueron: DTNB ¢ reactivo de Ellman (Aldri
Tiopropionato de etilo (Aldricﬂ; PTA (sirtetizado en el laboratorio segun
técnica de Booth y Metcalf (40)).

S2 prepard una solucidn de buffer-crombgeno: 10 mg de DTNB en 100 ml
de buffer fosfatos 0,2 M pH 7,2. Esta solucién se conserva varios meses
en frasco color caramelo a 42C. Las soluciones de PTA y TPE se prepara-
ron en etanol absoluto.

En un ensayo tipico se colocaron en celda de cuarzo de 0,5 cm de
paso Optico, 0,95 ml de solucidn buffer-cromdégeno y 0,05 ml de prepara-
do enzimatico. La reaccidn se inicid con el agregado de 0,1 wml de solu-
cién de sustrato 2C mM, midiéndose la variacidédn de lagabsorbancia a
412 nm durante 5 minutos en un espectrofotdmetro UV-visible Varian 634.
En la celda de referencia se colocaron buffer-crombégeno y sustrato para
descontar de esa manera la autohidrdlisis del mismo.

En los casos en que fuera necesario, se hicieron las correcciones
debidas a liberacidén de color no especifico por componentes de prepara-
do en;imético, incubando el tejido en B-C, sin sustrato.

El producto de la reaccidén es el anidn S-tio-2-nitro benzoato, al-



tamente coloreado.(RM: 23.500 a 417 nml

La actividad enzimdtica se calculd de la siguiente forma:

Urnidades enzimaticas (U.E.)=4¢ moles de sustrato hidrclizaao =
7 Minutec

==l& Absorbancia/minuto ¥ 1,1
13,6 x 0,5

Actividad especifica (A.E.)=4£¢€ moles de sustrato hidrelizado
d minuto x mg. proteina

Definimos U.E. como la cantidad cde enzima que hidroliza 1/umol

de sustrato por minuto a 222C y pH 7,2.

IIIb - Méiods delol-NA (37):

. e—

usados fueron: acetato de o| - naftol ( of NA, Sig-

n

Los reactivos:
ma); Diazo blue B ( Fast Blue B, o-dianisidina tetrazptizada, Sigma);
A -naftol ( Sigma); dodecil sulfato de sodio ( lauril sulfato de $6-
dio, Sigma).

Se prepard una solucién de sustrato (X NA) de 4 mg/ml en eta-
nol absoluto.

El reactivo de color se prepard en el momentc de usar mezclando
dos partes de una solucidén de Diazo Blue B 1% en buffer fosfatos 0,2M
p4 7,2 y cinco partes de una solucidn dal detergente 5%. £l of nraftol
producido pecr la reaccidn enzimatica da un f;erte color azul con este
reactivo (E;M= 600 nm). E1 dodecil sulfato cde sodio solubiliza el com-
plejo coloreado y detiene la reaccidn enzimitica.

En un ensayo tipico 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 ml de homogenato.
A tiemno cero v luegc de tres minutos de incubacidén a 302 C se tomd
una alicuota de 2,5 ml y se agregd a 0,5 ml de reactivo de color. La

absorbancia fue wmedida luego de 10 ainutos de desarrolc de color (al
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cabo dc ese tiempo se estabiliza el color del complejon), en celdas
de 1 cm de paso optico, colocando en la celda de referencia la so-
lucidn correspondiente al tiempo cero.

Para el calculo de la actividad enzimdtica se utilizd una cur-
va de calibraciin obtenida con soluciones de < - naftol de concen-
tracidn conocida. Del grifico de Absortancia versus concentracidn
de <X -naftol se obtiene un EM = 5 x 104.

Se calculd la actividad enzimatica de la siguiente forma:

U.E. =Jimoles de sustrato hidrolizado =

minuto

= AAbsorbancia/minuto x 2 x 10_2

0,5

A.E. ?)Xmoles de sustrato hidrolizado
T

minuto x mg proteina
Definimos una U.E. comdo la cantidad de enzima que hidroliza meol

de sustrato por minuto a 309C y a pH 7,2.

III ¢ - Inhibicidén " in vitro"

Inhibidores utijlizados

Eserina
Es un inhibié;r de cgi}nesterasas. Se
une al sitio esteratico de la enzima

iy —O-C—NHCH, _por su grupo carbamilo y al sitio anié-
EHS i&Ha nico por su grupo amino, en una reac-

cién andloga a la reaccidén entre enzi-
ma y sustrato. La parte catidnica del inhibidor es hidrolizada, que-

dando 1la enzima carbamilada. Tiene efecto inhibitorio por la relativa



lentitud con que la colinesterasa es regenerada por hidrdélisis del
complejo intermedio. £s un inhibidor muy potente pero de accidn cor-
ta.

Es de importancia en estudios bioquimicos para distinguir reac-
ciones debidas a colinesterasas de las debidas a otras esterasas " e-
serina-resistentes"., En general, " in vitro" es suficiente una con-
centracidn 10—SM para inhibir toda actividad colinesteréasica.
EParaoxén ( 0,0 - dietil p-nitrofenilfesfato):

Es el metabolito activo del paratidn

EtO
>ﬁ_o_®_m)2 (§,0 - dietil p—nitrofenilfosforctio -

EtO
nato). Fuerte inhibidor de serina-es-

terasas ( colinesterasac y carboxiesterasas), de una enzima fesfori-
lada extremadamente resistente a la hidrdélisis. Tiene alta actividad
insecticida, pero es muy tdéxico en mamiferos ( DLg, oral ratas =

2,5 mg/kg)

p - hidroximercuribenzoato : (PHMB)

Reacciona con grupos -SH de las pro-
-0&—©—-Hg+ teinas, formando monomercéptidos:
RSH + R'Hg' —__, RSHgR'

La reaccién del PHMB con grupos -SH puede ser rgvertida con el
agregado de un exceso de un reactivo como cisteina o glutatidn, 1lo
cual permite evaluar la importancia de grupos -SH en enzimas.

En el caso de las esterasas interesa para distinguir las aril-

esterasas ( enzimas sulfhidrilicas); de otras.

Ensayos de inhibicidn




Se estudid por el método de Ellman ya descripto (IIIa). Se usd
s . - N "'4' o 4 - .
una solucion de inhibidor 10 M. En un eunsayo tipico se incubaron:
0,95 ml de buffer-crombégenos, 0,05 ml de homogenato y 0,1 ml de eseri-
X . S s s PC X

na ( concentraczidén final de inhibider: 10 “M) durante 15 minutos a
259C. Luego se agregaron 0,1 ml de sustrato ( PTA) y se midid la ac-
tividad enzimatica durante 5 minutos.

Se llevd a cabo segun el procedimiento recién descripto, usando

. ” -3v
0,01 ml de una solucidn de paraoxén 10 “i4 en etanol absoluto ( con-
. s . -5

centracién final 10 "M).

En ambos cacos se calculd el porciento de inhibicidén por com-

—

paracién con un control sin inhibidor:

(AAbs’/mln)control - (Aﬁbs./mln)inhibido x 100

% Inhibicidn =
(A Abs./min. )control

Inhibicidn ccn PHMB :
Se usd una solucion de p-cloromercuribenzoico ( que por hidré-
lisis en medio alcalino da PHMB) 10—3M en buffer fosfatos 0,2M pH 7,2.
Dado que este inhibidor no puede ser utilizado con el método de
Bllman por su interferencia con elreativo de color;‘gu acci.dén inhi-
bitoria fue evaluada por el método del o -NA ya descripto ( IIIb).
Se preincubaron durante 15 minutos a 30 9C,8,8 ml de buffer,
1 ml de inhibidor ( concentracidn firal 10_4M ) ¥y 0,1 ml de preparado

enzimitico. Al cabc de ese tiempo se agregaronO ,1 ml de sustrato

(X NA) y se operd segin lo descripto.



El grado de inhibicion se calculd por comparacidn con un con-

trol sin inhibidor:

S ontrol = APSinnibido x 100

% Inhibicidn
-:Abs .
contrcl

IITI d - Activacidn por catiornes bivalentes

4

Para los ensayos de activacidn por cationes bivalentes se usé
el sobrenadante de la centrifugacidén a 16000 g de homogenatos de

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

La actividad de las enzimas eserina-resistentes se determind
sobre homogenatos previamente inhibidos con eserina 10-5M durante
15 minutos a 302C, por el método del & -NA (IIIb).

El efecto de los cationes bivalentes en la actividad enzimatica
fue estudiado preincubando los correspondientes cloruros ( en concen-
tracién final 10-3M) durante 15 minutos a 302C con el preparado en-
zimatico y eserina. Al cabo de ese tiempo fue agregado el sustrato
y medida la absorbancia. Paralelamente se llevd un blanco con igual
concentracidon de catidn pero sin enzima.

. ++ ++ ++ ++
I.os cationes ensayados. fueron: Ca , Mg , Co y Mn .

. ‘. 3 3 3 » q . 7 ’
III e - Actividad enzimética " in vitro" frente a naratidén v paraoxdédn

Se ensayd la actividad enzimatica de sobrenadantes de la centri-
fugacidén a 10000 g de homogenétos de térax ( 5/ml) y homogenatos de
abdomen ( 5 abddhenes/ml) en buffer fosfatos 0,5M pH 7,5, usando como
sustratos paration y paraoxon radiactivos.

Los reactivos utilizados fueron: paratidn 14C marcado en las po-

siciones 2 y 6 del anillo bencénico, actividad especffica 2,2 mCi/mmol
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( ICN ). El paraoxdn 14¢ fue obtenido por oxidacidn del paratidn
radiactivo segin la técnica de Lee (35):

A 10 ml de una mezcla de etanol y agua 50% (V/V) conteniendo 0,4
mmoles de acido m-cloroperbenzoico ( Sigma) se agfegaron 0,2 mmo -
les de paratién 14¢ en 500 1 de etanol. La reaccidn se llevd a

cabo a temperatura ambiente por 5 minutos. La mezcla se extrajo tres
veces con igual volumen de diclorometano, y este fue lavado con
CO_HNa 5% frio para remover el exceso de acido. La fase organica

3

remanente se secd sobre N%FO y se concentrd. El oxén se aisld

4
por placa delgada ( solventes: acetona-hexano-cloroformo-2054J:3).
Para la medicién de la actividad enzimitica, se incubo 1 ml
de cada homogenato con S}Al de solucidén de paratidn 14C en etancl
absoluto (18500 dpm/5 Mil)durante 1 hora a 302C ,en incubadora me- —
tabdlica Dubnoff, con agitacidén. Los productos de la reaccidn fue-
ron extraidos con 2 ml de cloroformo, para separar el paratidn sin
reaccionar, soluble en solvente organico, de los metabolitos, solu-
bles en agua. De cada capa, tanto clorofdérmica como acuosa, se tomd
una alfcuota que se transfiridé a un vial de centelleo. A la alicuo-
ta de la fase acuosa se agregaron 10 ml de coctel de centelleo Aqua
sol-2 (New England Nuclear). En 1la alicuota de la fase cloroférmica
—o
se evapord él solvente en evaporador analitico N-Evap ( Organo-
mation) y se agregaron 10 ml del cdoctel mencionadd. La radiactivi-
dad de las muestras fue medida en un contador de centelleo liquido
Beckman modelo LS 7000.
En forma paralela se llevo un blanco sin preparado enzimitico.

El procedimiento fue repetido con una solucidén de paraoxdén ra-

diactivo en etancl absoluto ( 40000 dpm/S JAl).
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Con los datos de radiactividad (en dpm) soluble en solvente
y en fase acuosa se determind el porcentaje de conversidn a meta-

bolitos hidrosolubles.

III f - Determinacidén de proteinas

El contenido en proteinas se determind por el método de Lowry
y colaboradores (60).
Se reaiizd una curva standard con albUminz de suero humano
(Sigma).
A 0,1 ml de homcgenato en C,9 ml de agua se agregaron 4 ml de
solucidn alcalina de cobre ( 1ml de CuSO4.5H20 0,5% en tartrato de
sodio y potasio 1% + 50 ml de Na.,CC, 2% en NaOH 0,1N), y se dejdé 10

2773

minutos a temperatura ambiente. Luego se agregaron 0,4 ml del reac-
tivo de Folin Ciocalteau ( Merck) diluido 1 + 2, y después de 30 mi-

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

un blanco sin preparado enzimatico.

IV - ELECTROFORESIS EN GEL DE POLTIACRILAMIDA

IV a - Técnica electroforética

Las corridas electroforéticas se llevaron a cabo en una celda
de electroforesis Bio Rad modelo 156 A, circular, de acrilico, con
camisa de circulacidn de agua, y con 12 alojamientos para tubos de
7 cm o de 12,5 cm de largo y 0,7 cm de diametro externo. Se utili-
24 una fuente de poder Bio Rad modelo 500.

Para la preparacién d= los geles se utilizaron los siguientes



reactives: Acrilamida (Bic Rad), Big acrilamida (Merck), TEMED
(N,N,N* ,N' tetrametilendiaminaj;Merck), pcrsulfato de amonio (Merck),
Tris ( Merck).

Las soluciones stock se prepararon segun Davis (61):

Solucidén stock A: HCl 1IN 48 nl
Tris 36,6 g
TEMED 0,23 ml
H20 c.s.p 100 ml
Solucidn stcck 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 4¢eC,

La solucidén de trabajo para el gel de conzentracidn de 7% de a-
crilamida es preparada en el momento de uso, por combinacidn de veo-
lUimenes iguales de soluciones 1 y 2:

~

Solucidn i: 1 volumen de solucidn A
2 volumenes de solucion B
1 volumen de H20

Solucidn 2: Persulfato de amonio 140mg/100 ml.

Preparacion de los geles:

Los tubos de electroforesis bien lavados y secos, cerrados en un
extremo con tapones de goma, se llenaron con la solucidén de trabajo.
En la parte superior de cada gel, antes de que gelifiquen, se agrega-
ron con cuidado 50 }Al de agua destilada, de modo de obtener una su-

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



de las bandas proteicas y una mejor resolucidn en el gel.
Al cabo de unos 30 minutos se produce la gelificacidn, y qui-

tando el agua guedan los geles listos para su uso.

Preparacién de las muestras

Los sobrenadantes de la centrifugacidén a 10000 g de homogena-
tos de tdérax y abdomen en NaCl 0,5M (10 tdérax/ml; S5 abddmenes/ml)
fueron mezclados con solucion de sacarcosa 40% para aumentar su den—

sidad, de modo de tener una concentracidn final de sacarosa del 10%.

Preparacidon del buffer de corrida:

Los reactivos utilizados fueron: Tris (Merck); Glicina (Bio <«
Rad).

Se prepard una solucidn stock de buffer de corrida ( 6 g de Tris
;0 destilada csp 1 litro, pH 8,3), que se diluyd

1/10 en el momento de ser usada en los compartimientos electrdédicos.

28,8 g de glicina, H

Corrida electroforética:

Se colocaron lcs tubos con los geles en los alojamientos corces-
pondientes en la cuba electroforética, y se llenarcn los recipientes
inferior ( anddico) y superior ( catddico) cen buffer de corrida.

Se sembraron 25)A1 de muestra previamente preparada,a través
del buffer de la celda catddica, con micrdjeringa Hamilton. Como co-
lorante trazador se sembrd una gota de solucién de azul de bromofe-
nol ( Bio Rad) en sacarosa, en uno de los geles. Dicho colorante ti-
fie la albumina, fraccién proteica de mayor movilidad electroforética.

Pa corrida se llevdé a cabo a 2 mAmpere/Jjel en condiciones de re-

frigeracion , para evitar la inactivacidn de las enzimas por el efecto



Joule.

Cuando el frente de ccrrida llng a 5 mm del extremo inferior
del gel se interrumpid la corrida. Los geles fueron extraidos de los
tubcs 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 dariado,

IV b - Técnicas de revelado usadas

Revelado de actividad esterasica

Se utilizd una adaptacidén del método de Jameson (62), que usa
como sustrato el acetato de & -naftol(c{ NA).

Los reactivos usados fueron:<{NA (Sigma), Fast Blue B (Sicgma),
Tris (Merck).

Los geles se preincubaron en buffer Tris-HCl 0,24 pH 7,0 du-

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

por:
o NA 4 mg
Fast Blue B 10 mg
Etanol absoluto 1 ml
Buffer Tris-HC1 9 ml

preparada en el momento de revelar pues de lo contrar®o se oscurece,
Los geles fueron luego lavados con solucidén de acido acético 15% (VAV)

durante 15 minutos, y almacdnados en acido acético 7%.

Revelado de proteinas

Las bandas de proteiras fueron localizadas utilizando el colo-

rante .Coomassie Brilliant Blue R 250 (Fluka) sequn los descripto por



Chrambach y colaboradores (@3).

Los geles, lucgo de la corrida electroforética, fueron sumer-
gidos en acido tricloroacético 12,5%, con agitacidén. Este pretra-
tamiento de fijacion de la: bandas de proteinas con el acido au-
menta la sensibilidad de la detecccidn. Después de 30 minutos los ge-
les fueron incubados ccn una soiucién de revelado preparada en el
momento por dilucidn 1:20,en acido tricloroacético 12,5%, de una so-
lucion stock de Coomassie Blue 1% en agua.

Al cabo de 30-60 minutos los geles fueron transferidos a una
solucidén de acido tricloroaceético 10% y guardados. La intensidad de

las bandas aumentd durante las siguientes 48 horas.

IV ¢ - Inhibicidn de la actividad esterisica en gel

—

. . . . 7 . . . z .

En los ensayos de inhibicion de la actividad enzimatica, los
inhibidores se agregaron en la concentracidn reguerida tanto en el
medio de preincubacidén como en Jla solucidn de incubacidn.

; -5
Fueron usados les siguientes inhibidores: eserina (10 "M), pa-
-4

L4 -—
raoxon (190 SM) y p-cloromercuribenzoato (10 M)

IV d - Actividad fosfotriesterasica de las bandas de esterasas

Electroforesis y nrocesamiento del gel

. —~ec
Las electroforesis en gel de poliacrilamida de homogenatos de

torax fueron llevadas a cabo segn lo descripto en la seccién IVa de
Materiales y métodos.

En cada experimentc fueron corridos simulténeamente tres geles.
Uno de ellos fue revelado para esterasas y otro para proteinas segin

las técnicas recién descriptas ( IVk). El tercer gel fue utilizado
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para determinar la ccntribucidon de cada banda a la hidrdlisis de

compuestos organofosforados.

Degradacion de paratidén y paracxdn radiaciivos

El gel, luego de la corrida electroforética, fue cortado trans-
vgrsalmente en 28 porciones iguales de unos 3 mm de espesor, mediante
un gel slicer Bio Rad modelo 190.

Cada porcidﬁ fue homogeneizada en 1 ml de buffer fcesfatos 0,5M
pH 7,5, incubada durante 1 hora a 309C con una solucién de raration
o paraoxoén raﬁiactivos, y la actividad hidrolitica determinada segln

lo descripto en III e de Materiales y métodos.

V - ESTUDIO JE LA INTOXICACICN CON PARATION "IN VIvVO"

V a - Tratamientc

Se selec:t zdultos machos, con pesos entre
152 mg y 25¢ du: .- = rtres semanas. 30 de ellos fueron
topicados po: «. abdoumen con un: solucidn de paration racdiactivo en

acetona ( parctidn 14C marcado en las posiciones 2 y 6 del anillo
bencénico; actividad especifica 2,2 mCi/mmol;ICN) de 18500dpm/5 M1.

La dosis topiczdi. fue de 25 N;/; \ 20 veces la DL del paratidn).

50
’
Los seis restantes fueron uszdos comd control, topicados solc con
solvente.
A las 2horas , 3 horas, 4 horas, 5 horas y a tiempo de muerte,
{que en promedio fue de 5h 38min = 17 min) fueron separados seis in-

sectos al arar, conlelados a -1¢QC por 5 minutos y luego lavados con

2 porcicnes cde 5 ml de acetonz, para eliminar el insecticida no pene-



trado. Los extractos d= lavado fucron transferidos a un vial de cen-
tellec, se evaporo la acetona y luego del agregado de 10 ml de coctel
de centeileo Aguasol-2 se contd la radiactividad no penetrada en un
contador de centelleo Beckman LS 7000.

Los inseclos asi tratados fueron secados sobre papel de filtro,

se les cortd la cabeza, y se@ separd el tdérex del abdomen.

V b =Medicidn de la actividad colinesterisica-Sintomatoloaia

De cada lote de seis cabezas de vinchuca se prepararon dos ho-
mogenatos de tres cabezas cada uno, en 0,3 ml de NaCl 0,5M. Estos
homogenatos se filtraron por lana de vidrio y se utilizaron para la
determinacidn de la actividad colinesterasica, usando como sustrato
acetiltiocolina 12 mM, segin el método de Ellman ya descripto.

Durante el proceso de intoxicacidén se estudio la aparicidn dé‘
sintomatoloqia caracteristica de la lesidén a nivel del sistema ner-

vioso central:. excitaciodon, convulsiones, paralisis y finalmente

muercte.

V ¢ - Medicidn de los productos de degradacion

Cada grupo de seis téraxy seis abddmenes fue homogeneizado en
4 ml de buffer Tris- HCl pH 7,4. El homogenato obtenido fue extraido
—
con 8 ml de cloroformo y sometido a centrifugacién a 2000 rpm duran-
te 10 minutos en centrifuga clinica Rolco, para separar ambas capas
de solvente y decantar los restos de tejidos nc disgregados.
De cada fraccidn, tanto clorofdérmica como acuosa, se tomd una

alicuota de 1 ml sobre la cual se contd radiactividad luego del agre-

gado de 10 ml de coctel de centelleo. Previamente, en la alicuota de
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la fase cloroférmica, fue evaporadc el solvente, en evaporador

N-Evap ( Organoimation}, bajo corriente ce nitrdgeno.

V d - Medicidn de la ackivacidn a 2a2ranxdn

Los restos de extractes cloiofdrmicos fuercn llevados a se-
guedad bajo corriente de nitrdgeno en tubo de centrifuga. Cada re-
siduo fue tomado con 100 }kl de cloroformo y sembrado en una pla-
ca de silica gel 60F 234 de 0,25 mm de espesor (Merck). En la mis-
ma placa se. semhrd standard radiactivo de paratidén, y frio de pa-
ratién y paraoxén.

El sistema de solventes de corrida utilizado fue hexano:ace-
tona : cloroformo (40:20:3),

Luego de la corrida, por observacidén de las placas bajo una
lampara de luz ultravioleta, fueron visualizadas y seflaladas las
manchas ccrrespondientes a los compuestos no radiactivos.

Las placas de tlc fueron preparadas para ser reveladas por au-~
torradiografia marcando los vértices con tinte radiactiva. En cuarto
oscuro fueron expuestas a placas radiograficas marca 3M tipo R.
Luego de 40 dias de exposicidn, las placas radiograficas fuevon re-
veladas con revelador 3 M durante 5 minutos, luego lavadas con &aci-
do acético 10% y fijadas con fijador 3 M. Las mancha®™ radiactivas
fueron visualizadas como zonas oscuras sobre un fondo transparente.

Una vez revelada, la placa radiografica fue superpuesta sobre
la correspondiente placa de silica gel para localizar en ésta cada
uno de los componentes radiactivos gue imprimieron la radiografia.
Con lapiz de grafito se marcd sobre la silica gel la ubicacion dei

paratidén y paraoxén radiactivos. La ailica gel qu= contenia el pa-
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ratioén fue respada y trasvasada a un vial de centelleo; de la mis-
ma manera se procedid con la silica gel con paraoxdn. A cada vial se
se agregdé 10 ml de codciel de centelleo, se agitd y luego de 24 ho-

ras se contd la radiactivicad.

VI - AISLAMIENTO ELECTROFORETICO DE UNA BANDA DE ESTERASAS

VI a - Técnica electroforética

Para el aislamientc de una banda de esterasas ( banda 9) se -
utilizo un dispositivo experimental cimilar a lo descripto por Braatz
y Mc Intire (64), sdolo que la recoleccidén se efectud en una cémara
formada dentro del mismo tubo que contiene el gel y sellada con mem-
brana de dialicis en cambio de efectuarla directamente en bolsita de

didlisis.

Preparacidén de los geles

Los tubos de electroforesis fueron cerrados en su extremo infe--
rior con su correspcndiente tapdn de goma y colocados en el soporte
para gelificaciéh. Asi dispuestos, se agregd a cada uno 0,2 ml de sa-
carosa 40% y luego 1,2 ml de mezcla de gelif%cacién para gel de 7% de
acrilamida ( preparada segun lo indicado en IVa) cuidadosamente. Por
su menor densidad la solucidn gelificante no se mezcld con la sacaro-
sa y gelificd sobre ella, formé%dose de esa manera la cavidad en 1la
que se recogid posteriormente la banda enzimihtica.

Una vez formado el gel, se volcd la sacarosa de la cavidad, se
lavo varias veces con agua destilada para eliminar restos de sacarosa

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

brana de didlisis que se fijd al tubo con un anillo de goma.

Corrida electrcforética

Se utilizd el sobrenadante de la centrifugacién a 10000 g de ho-

mogenatos de tdrax de T. infestans preparados segin lo indicado en 1IVa.

En cada gel se sembraron 150)&1 de homogenatos..En uno de los geles,
reservado como blanco, -se sembrd solo una gota de solucidén de azul de
bromofenol més sacarosa.

La corrida se llevd a cabo segun lo descripto, hasta que el colo-
rante trazador salidé de la cavidad sellada con la membrana de diilisis

fundid en el buffer anddico.

Foe

y d
Una vez terminada la corrida, se invirtieron los tubos y se reco-

gieron con microjeringa Hamilton la solucidn blanco y la solucidn que

contiene la enzima. Ambas soluciones fueron transferidas a sendos tu-

bos de ensayos y guardadas a -162C hasta el momento de su uso.

VI b - Contrcl electroforético

A los fines de comprobar la homogeneidad electroforética del ma-
terial aislado segin lo descripto en VI z, éste fue sometido a una
nueva electroforesis en gel de 7% de acrilamida, y a.glectroforesis en
un gel mas tramado, de 10% de acrilamida, preparado segin Gabriel(65).

En ambos €asos las soluciones aisladas fueron mezcladas con so-
lucidén de sacarosa 40% de modo de tener una concentracidn final de sa-
carosa del 10%, Se sembrarcn 150 Hl de muestra por gel y se llevd a

cabo la electrcforesis en gel de poliacrilamida .

La actividad esterisica se reveld usando «-NA como sustrato
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En otra experiencia, unc de los geles preparados para el aislamien-
to electroforético tfue sacadc de la celda cuando el azul de bromofe-
nol llegé a 5 mm de 1a cavidad utilizada para recoger la enzima. Lue-
go del aislamiento, dicho gel y otro sobre 2l que si se efectud la
separacidén de la esterasa fueron revelados con «NA como sustrato, in-
cubando durante 30 minutos.,.

Los densitogramas de las bandas de esterasas fueron obtenidos
por procesamiento cde los geles mediante un Gel Scanner Varian, a una
velocidad de movimiento del gel de 5 mm/minuto; acoplado a un espec -
trofotémetro Varian 634S y a un registrader Varian Aeroqraph modelo

20.

VII - CARACTERIZACICN DE LA ENZIMA ATISLADA

VII a —_éstividad frente a sustratos

La actividad de la enzima frente a PTA ¥y TPE fue determinada
segln la técnica de Ellman.,

En un ensayo tipico se incubaron 50 P& de enzima ccn 0,95 ml
de buffer-cromégeno y 0,1 ml de PTA 60 mM o TPE 20 mM, registrando-

se la actividad enzimatica por 5 minutos. La autohidrdlisis del sus-

trato se descontd en la celda de referencia.

VII b - Determinacién de Km y Vmax

Se prepararon soluciones de PTA 10 mM, 20 mM, 40 mM, S50 mM y
60 mM, con las cuales se cubrid un rango de concentraciones de sus-
trato desde 0,91 mM hasta 5,45 mM.

Para cada concentracién de sustrato se midid la actividad enzi-



matica por el método de Ellman, sobre:
0,95 ml de buffer-cromdgeno
50 1 de enzima
0,1 ml de sustrato.
El analisis por regresion de los datos de 1/v versus 1/S per-
mitid, de acuerdo con el método de Lineweaver-Burke (66), el cal-

culo de los valores de Km Y vméx de esta enzima con respecto al PTA.

VII ¢ - Inhibicidn de la actividad enzimatica

- Dbvp (2,2-diclorovinildimetilfosfato)
Inhibidor directo de colinesterasas vy
O
(CH3O)§— B--OCH:CCI2 carboxiesterasas., Insecticida de con-
tacto y por ingestidn con accidn fumigante y penetrante y baja acti-
vidad residual, tiene rapida accidn de volteo contra moscas, mosgui-
tos, etc.
Es rapidamente degradado en mamiferos por pérdida del metilo de
la union éster o del vinilo.

-ToCP (tri o-tolilfosfato)

oCH 0 CH.O Es convertido "in vivo" por oxidasas

3 3
@—-O— ﬁ-— O—@ de funcidén mixta en ésderes ciclicos
0]

\ 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 malatidén pcr su accidon inhibitoria so-
bre carboxicsterasas.
-Eserina y_paraoxon

El efecto ce estos inhibidores yz fue descriptn en III d.



Estos inhibidores fueron ensayados sobre la enzima aislada por
el método de Ellman. Para tal fin, se preincubaron 50 Ml de enzima
y 0,95 ml de buffer-cromdgeno durante 15 minutos con el inhibidor en

las siguientes concentraciones finales:

DDVP: 10‘3M
-3
TOCP: 10 ™M
. =5
Eserina: 10 ™M
-5

paraoxdon: 10 “M
Al cabo de ese tiempo se agregaron 0,1 ml de PTA y se registro la ab-

sorbancia durante 5 minutos.

Se ensayd el efecto cualitativo de una serie de modificadores™
proteicos , por electroforesis en gel de poliacrilamida.
Los compuestos usados fueron:

p-hidroximercuritenzoato (PHMB; Sigma)

1,2 ciclohexanodiona ( [:::EO , CHD, Pierce).
<0

. /CH3
BNPS-Escatol ( (::][T_ﬂ\sr , BNPS, Pierce)
N~~~ —

NO - -
2 o -
Bromuro de p-azidofenilacilo ( N§—<C::>—-E—CHZBr, pAF, Pierce)
(CH3)2
Fluoruro de dansilo ( ‘o , FD, Pierce)
- 02F

o

3
1,5-I-Aedans ( ‘O y1,5,1 ,Pierce)

HN—CHé—CHE—u«@"CHé—I

.

N- acetil imidazol ( NAI , Pierce).



Para cada inhibidecr se p.eincubaron 150 Pl de enzima con
15 PJ de inhitbtidor 10-2 M ( lo que resulta en una concentracién fi-
nal de ‘J.O_3 M) durante 15 minutos. Al cabo d= ese tiempo se agrega-
ron 45 Hl de sacarosa 4X5 y se sembraron 150}41 en gel de 7% de a-
crilamida. Posteriormente se efectud la corrida electroforetica Y
el reveladc de actividad esterasica usando <NA como sustrato segin

lo descripto en IV.

VII 4 - Activacion por cationes bivalentes

Para la determinacion del éfecto de los cationes bivalentes
sobre la actividad hidrolitica de la enzima aislada, se usd como
sustrato p-terbutilfenil fosforotionato preparado segin se describe
mas adelante.( VIII). _

Los cationes ensayados fueron Ca++, Mg++, cot? Y Mrtt.

En cada ensayo se incubarcn 1,4 ml de enzima aislada, 0,6 ml
de buffer Tris 0,3M pH 7,4 y 20 J\1 de sustrato. A 0,7 ml de esta so-
lucidén se agregaron 7}11 de una solucidn 10°* M del cloruro del. ca-
tidn. Se tomaron dos alicuotas de 0,3 ml cads una; que se incubaron
durante 1 hora a 30Q C con agitacidn, en bafio metabdlico. Paralela-
mente se llevaron controles sin el agregado de catién. La reaccién
se cortd con 2 ml de cloroformo y 0,7 ml de agua. -

Sobre una alicuota de 0,5 ml de la fase acuosa se agregaron 10
ml de coctel de centelleo Aquasol-2 y se contd la radiactividad.

De la fase organica se tomdé una alicuota, se evapord el solven-

te y se contd la radiactividad luego del agregado de cdctel.



VIT e - Actividad versus npH

Para la observaciodn de la variacidh de la actividad de la en-
zima aislada con la modificacidén del pH del medio, -fue necesario uti-
lizar una modificacién estatica de la técnica de Ellman, dado que, co-
mo fuera informado ( 67) los estudios cinéticos se ven dificultados
por la dependencia con el pH de las reacciones de los tioles con el
DTNEB.

Se prepararon una serie de buffer fosfatos 0,02 M con pH desde
6,5 hasta 9,9.

Para cada valor de pH, se incubaron 50}11 de enzima, 25 ﬂl de
PTA 60 mM y 0,5 ml del buffer correspondiente, a 252 C durante 5 mi-~
nutos. Al cabo de ese tiempo la reaccidn fue detenida por dilucidn
de 0,2 ml de la mezcla de incubacioén en 0,9 ml de buffer-cromdgeno
preparado seqgin lo descripto en III a, y se midid la actividad en-
zimatica. Paraielamente se llevd un blanco sin enzima, para descontar

la autohidrédlisis del sustrato.

VIL f - Actividad versus temperatura

La medicion de la actividad de la enzima aislada en funcidn de
la temperatura de incubaclidn fue realizada p;r el méEsdo de Ellman,
usando PTA como sustrato, en celdas termostatizadas..

Se incubaron a las distintas temperaturas, en celdas de 1 cm de
paso optico, volumenes medidos {2,2 ml) de buffer-crombégeno y sus-
trato, y una vez termostatizados se agregaron 100 Al de enzima. La

actividad enzimética se registrd durante 3 minutos, descontandose

la autohidrdlisis del sustrato.



V1I ¢ - Estabilidad téraice

La actividad luego de someter la enzima a 502C, 752C y 1002C,
se m1316 por el nétocdo de Zllman, usando PTA come sucstratoe.

Para cada punto se incubaron 50}11 de erzima con 1 ml de buffer-
crombgeno en tubo con refrigerante (para disminuir la evaporacidn),
durante 30 minutos. Al cabo de ese tiempo se enfrid, se aqregé el sus-

trato y se registré la variacidn en la absorbancia durznte 5 minutcs.

VIII - ACTIVIDAD ESTERASICA DE LA ENZIMA AJTSLADA FRENTE p ESTERES

La actividad esterasica de la enzima aislade se ensayd sobre
una familia de ésteres fosforados sintetizados en el laboratorio, e

estructura general:

| § - oe
SESEE

marcados en 1- 14C—etilo.
. s s 14 . 2 . 14 .
Los reactivos utilizados fueron: C- paratidon ( i-7'C-0,0 die-~
4
til p-nitrofenilfosforotionato) 19 mCi/mmol (Amersham); 1—1 C-Etanol,
45 nCi/mmol (New England Nuclear); p-niitrofenol, p—ﬁ;?ilfenol, fencl,

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

drich).

Sintesis de las sales de sodio de los fenoles

— et i ww wm wm— cam mn G wme e e e e wEE e e - e e - —

Se hacen reaccionar mol a mol el fenol correspondiente en toluens

anhidro con EtONa 2 N recién preparado, y se deja reflujar durante me-



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

sodio correspondiente.

™”n
e
3
ot
14
1]
[
[
Q.
¢
'—l
o]
0
th
[0}
n
th
o]
r
o
o
[ 5
e}
jo]
n
s
(o)
4]
2
o
[N
[
o1}
(e]
ot
[
<
O
4]

_4—-—_——-_-_—--——-———————_———

Se colocd en bano de hielo seco-acetonz durante 20 minutcs una
ampolla con ZSO}LCi de 1-14C etanol. Se abrid el envase y se zqare-
garon por medio de una jeringa hipodérmica 34 M1 (3,3 x 10™% moles)
de clorurc de tiofosfcrilo recién cdestilado y 0,48 mg de trietil-
amina disuelta en 100 }(l de tolueno anhidro. La mezcla se agitd
5 minutos y se transfirié a un tubo de ensayos. La ampolla de reac-.
cién fue lavada 2 veces con 150 Ml de éter ce petrdleo y les ligui-
dos de lavado agrecados al tubo de ensayos. Se agregaron 3,3 x 1.0—4
moles de la sal de sodio del fenol, se agitC a temperatura ambiente
durgnte la noche y lvego 2 horas a 602C. Se extrajo con 0,5 ml de
NaOH 0,1 N frio y 0,5 ml de agua. La fase organica se secd sobre
Na,SO, y se removié el solvente bajo corriente de nitrdgenc.

Los fosforotionatos asi sintetizados se purificaron por croma-
tografia en placa delgada ( tlc) preparativa, usando placas de si-
lica gel de 0,5 mm de espesor (Merck) y hexano : acetona : clorofor-
mo ( 40 : 10 : 3 ) como solvente de corrida. Los prodyctos radiacti-
vos se eluyeron de las bandas que los contenian usando como solvente
acetona.

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

tos sintetizados.
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TABRLA I:

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE FOSPORCTIONATCS SINTETLIZADOS EN EL LABORATO-=

» Q
RIO, DE ESTRUCTURA GENIRAL: CHCH O
P 0——\\ / -—R

CH3CH?O
R Actividad especifica Rendimiento
mCi/mmol %
H 0,10 18
CN 0,08 19
Cl 0,50 28
CH3 0,29 30
(CH3)3C 0,34 31

DeEeEmingcipz_dg lF_astiviggo_égtgrgskpg

Se diluyeron 1,3 ml d= la enzima aislada con 0,7 mi de buffer
fosfatos pH 7,4. 0,3 ml de esta solucidén se incubaron con ura solu-
cién del sustrato radiactivo ( concentracién final 15, mM) durante

1 hora a 3092 C, y se determind el porciento de conversidén segin lo

descripto en el punto IIIe de materiales y métodos.

IX- TRATAMIENTG ESTADISTICO

El analisis por regresion miltiple se realizd coan un programa

de computacidn disefiado por el grups Computacidn de CITEFA. Dicho



programe permite obtener ics parametros inherentes a la ecuaciodn

de regresidn y los datos estadisticos para juzgar la validez de

los mismos. Ellos son: el r o coeficiente de correlacién multiple
( da una indicacion del grado de correspondencia entre el dato bio-
ldogico experimental y el calculado con la ecuacion propuesta. r=1
indica que la ecuacidén es perfecta); los términos independientes;
los coeficientes de regresidn para cada uno de los parametros estu-
diados, y como parametro estadistico el valor de F de significancia

para la decisidn.



RESULTADOS Y DISCUSION
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I — ACTIVIDAD ESTERASICA EN TRIATOMA TNFLSTANS

I a - Distribucidn subceiular

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

sistentes presentes en tdrax y abdomen de T. infestans, asi como su

inhibicion por paraoxdn.

Cuando la fuente de enzima fue el abdomen se extrajo previamen-
te el intestino, para evitar incluir en este estudio el impcrtante
grupo de esterasas involucradas en el proceso de digestidn. Dado lios
habitos hematofagos de este insecto, estas enzimas degradantes no
tienen significancia practica en el estudio del metabolismo de insec-
ticidas. —

Como era de esperar de acuerdo con lo informado por otros autores
(66) la mayor parte de la actividad expresada por insecto fue medida
en la fraccidén soluble.

Se observo una pérdida de actividad en las distintas fracciones
si se las compara con la actividad en homogenato crudo. Estos cambios
podrian ser atribuidos a variaciones en la concentracidn de activado-
res e inhibidores de estas enzimas.

—

En lo que respecta a la inhibicidén por paracxdn 10_5 M, se encon-
tré una mayor sensibilidad a la fosforilacidn en las esterasas de té-
rax que en las de abdom2zn. Este resultado sugiere mayor actividad de
carboxiesterasas que de arilesterasac + acetilesterasas en tbérax con
respecto a abdomen (20).

En base a estos resultados y & algunos posteriores ( electrofo-
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resis; se decidid realizar los estudics sobre actividad esterasica
toxicoldgicamente importante, en sobrenadante de 10002 g de homoge-
natos de tdrax. Concretamente avalan esta decicidon: la mayor simple-
za en las disecciones del torax, muy dificilmente contaminable con
el contenido intestinal, el no haberse observado diferencias cuali-
tativas con abdomen en =21 contenido en los distintos tipos de este-
rasas, y el haberse establecido la naturaleza soluble de estas enzi-

mase.

I b - Clasificacidn

1) En un intento por clasificar la actividad esterasica (sobre-
nadante de tdérax) de acuerdo a Holmss y Masters (20), se midid la in-
hibicion producida por eserina, paraoxdon y p-cloromercuribenzcato.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla IIT.

Como puede apreciarse se encontrd inhibicidn parcial en todos
los casos, lo que demuestra la presencia de enzimas clasificables co-
mo colinesterasas, carboxiesterasas, arilesterasas y acetilesterasas.

Sobre la baze de los valores de inhibicidn de la Tabla III, pue-

de estimarse la contribucidn de las actividades corrggpondientes a

los distintos tipos de enzima, como se observa en la Tabla.

2) Como se informara en la Introduccidén, una posible activacién
por cationes bivalentes también es un criterio de clasificacidn de
esterasas (29 ). En nuestro caso ensayamos el efecto del Ca, Mg, Co

Y Mn..



TABILLA IIX INHIRBICION SELECIVHE DE LAS ESTERACAS DE TCRAX D&
Te INFLSTANS,
Inhibidor Concentracibn % Inhibicibn
. -5
Eserina 10 M 40
, =5
Paraoxon 10 M 66
-4
PCMB 10 M 54
CLASIFICACION DE LAS ESTERASAS SEGUN LA ACCICN DE LOS INHIBILORES

Tipo de esterasa

% de activicacd

Colinesterasas 40
Carboxiesterasas 26
Arilesterasas 18
Acetilesterasas 16
TABLA IV : EFECTO DE LOS CATIONES EIVALENTES EN LAS ESTERASAS ESE-
RINA RESISTENTES DE T. INFESTANS
—o
Catidn Actividad especifica % Activacidn
1073 unidades/mg
Control 0,92 X 0,26 -
cat”’ 4,46 & ,13 384,8
Mgt 0,92 2 0,18 0,0
Mn** 1,97 £ 0,07 114,1
co** 1,73 2 0,05 88,0




Los resultados obtenidos se resumen en la Tebla IV.
Un analisis de los mismos indica claremente el efecto activan-
te (estadisticamente significativo) de Ca, Mn y Co.

Si tenemos en cuenta lo ya mencionado en la Introduccion, pode-~

mos cencluir que el T. infestans posee esterasas correspondientes al

grupo I ( Ca-activadas) y al grupo I1I(Cc, Mn-activadas)

Este hecho representa un interesante hallazgo, ya que hasta el
momento no se han informado esterasas del grupo I en insectos. En
cambio, existen varias referencias respecto de la existencia de z23-

terasas d21 grupc II en mosca, lepidoptero,etc. (69)

I ¢ - Electrofcresis en ael de poliacrilanida

El revelado de activicdad esterasica usandoe{- NA como sustrato
luego de la separacion electroforética sobre gel de poliacrilamida
mostrd nueve bandas con actividad enzimatica no inhibible por ese-
rina ( Figura 1). Este patrdn de distribucidr de esterasas fue el
mism> en homogenatcs de torax y de abdomen.

Las bandas fueron clasificadas de acuerdo a su inhibicidn des-

s N . , -5 N . -
pues de incubar con paraoxon 10 M y p-cloromercuribenzoato 10 M

D

en buffer Tris-glicina pH 8,3 (20). La actividad correspondiente a
la banda V, no inhibible por ninguno de los compusstos ensayados,
fue atribuida a acetilesterasa; las bandas II, III, IV, VI,VII y
VIII, inhibidas por paraoxén, a carboxiesterasas y finalmente la
banda IX a arilesterasa, pu2s se inhibidé con PCMB. La banda I pue-

.

de ser considerada como una mezcla superpuesta de distintas clases
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de esterasas, ya que se obcervA inhibicidén parcial luego d2 la in-
cubacidén con paracxdén.

Los resultadcs electroforéticos, si bien mostrarcn similitud de
bandas para torax y abdomen, sugieren al tdérax como meijor sustrato
bioldgico para estos estudios, debido a que se tiene una mejor reso-

lucidn de las bandas, probablemente a causa de una menor concentra-

'y e . 4 Y
cion de proteina no enzimatica.

I d - Actividad durante el d=sarrollc nost embrionsrio

Dentro de este estudio general que apunta a una caracterizacién

de los mecanismos detoxificantes del T. infestans en lo que hace a

los sistemas esterésicos, 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 PTA como sustrato,
que, cémo se puede apceciar, no muestra una mayor variabilidad en los
distintos estadios.
Este resultado fue confirmado por electroforesis en gel d=2 poli-

acrilamida, ya que los zimcgramas correspondientes a los distintos es-

tadios ninfales fueron similares.

ITI - ROL DE LAS ESTERASAS DE T. INFESTANS EN EL METABOLISMG DE O.P.

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

Con el fin de establecer el rol del metabolismo degradante en

el praceso toxicodinamico de la interaccidn insecticida-T. infestans
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TABLA V ¢ ACTIVIDAD D& ESTERASAS DR TORAX DE T. INFESTANS FRENTE

A PTA DURANTIE EL DESARROLIO POST EMBRIONARIO

Estadio Actividad especifica Actividad/térax

( unidades / mg) ( unidades/térax)
Ninfa I 0,08 1,3 x 1073
Ninfa IX,III * 0,09 1,2 x 10”3
Ninfa IV 0,08 7,0 x 1073
Ninfa V 0,13 19,0 x 1073
Adulta 0,10 23,0 x 1077

—

- . P . - 4.
* Determinacidn efectuada sobre insectcs de ambos estadlos sin di-

‘ferenciar entre ellos,
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se realizd un tratamiento de intoxicacidn con paratidén ( en una do-
sis que es 20 veces la DLSO)‘ y en fuincion del avance del proceso de
intoxicacidén se obtuvo informacion sobhre:

1- Inhibicion de la colinesterasa.

2- Metabolismo degradante y distribucidn.

3- Metaboliism> activante.
1 - Inhibicidén de la_colinesterasa:

Diversos autcres han informado correlacidén entre avance de into-
xicacidén, la sintomatologia de la misma y la inhibicidn de la colines-
terasa, en el caso de 0.P. Metcalf y March (70), intoxicando abejas con
con paratién y TEPP (tetraetilpirofosfato), observaron que habia coin-
cidencia entre 50% de inhibicidn e hiperexcitabilidad, 65% y "knock-
down", 90% y paralisis y 98% y muerte. Similar experiencia realizaron
Mengle y Casida (71) intoxicando moscas con el compuesto 0.P. sarin,
obteniendo como resultado ura correlacién entre sintomatologia e in-
hibicidn de la colinesterasa de cabeza.

La actividad colinesterasica de la cabeza de los insectos trata-
dos con paratidén radiactive como se describe en materiales y métodcs,
fue medida a distintos tiempos de intoxicacién. Los resultados obteni-

—~d)
dos se resumen en la Tebla VI.

Los mismos nos indican qus hasta la tercera hoira no hubo una in-
hibicidn significativa en la acfividad de esta enzima. Este resultado
coincide con la ausencia de sintomas en los insectos. Desde la terce-
ra hora en adelante, comenzd a observarse en algunas de las vinchucas

tratadas, excitacion, inccordinacidn, posteriormente parilisis, para
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TABLA VI: EVOLUCION DE jA ACTIVIDAD COI.THESTERASICA EN CABEZA Db

TRIATOMA INFESTAKNS DURANTE A INTCXICACION CON DARATION

Tiempo Actividad/cabeza Actividad* % Inhibicibn=®
(horas} (nmoles/min.cabeza) Remanente %
Control 6,19 I 1,31 100 0
2 4,57 L 0,39 100 0
3 5,58 100 0
4 2,99 = 1,37 54,9 45,1
5 2,06 £ 0,68 17,8 62,2
Muerte 1,17 £ 0,40 21,5 78,5

* Expresada sobre el promedio de las actividacdes hasta 3 horas de

. : < 2 . . +
intoxicacion, consideradas normales, Promedio = 5,45 - 0,82

TABLA VII: DISTRIBUCION Y METABOLISMO DE PARATICN RADIACTIVO EN

T. INFESTANS

=
Tiempo abdomen abdomen  térax tdérax externo recupera-
( horas) solve, % age % solve% aqe. % % cidén %

2 13,51 0,42 13,77 0 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 estimulos sonoros y luminosos. Esta aparicidn de sinto-
mas coincidid con una progresiva inhibicidn de la actividad enzimé;
tica. Como era de esperar, esta irhibicion se hace maxima a tiempo
de muerte, cuandc alcanza un valor ce 78,5 %.

Estos recultados nos muestran una evolucidén mas rapida en inhi-

bicidén y sintomatologia gue los obtenidos por Wood (72), quien tra-

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

facilmente explicable teniendo en cuenta la mayor dosis de téxico
usada.

Si bien el experimento global d= intoxicacidn "in vivo" fue
realizado principalmente para analizar el balance metabdlicc del pa-
ratidn, el seguimiento de la inhibicidn de la colinesterasa y de la
sintomatologia de la intoxicacidn aportd un interesante elemento de
juicio en paralelo sobre los efectos y el modo de accidn del xeno-
bidtico.

Ha sido ampliamente reconocida la importancia del metabolismo
degradante de insecticidas fosforados en insectcs, como paso funda-
mental condicionante de la accidn letal de esos compuestos (43)(73).

En nuestro ensayo topicando T. infestans con paratidn radiac-

tivo,se puso especial atencidn en determinar . la magritud y distri-
bucidén de los metabolitos polares formados por metabolismo degradan-
te del insecto.

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



bucibén de radiactividad en ¢l avance de la intoxicacidn.

La fraccion acuosa representa los metabolitoc polares princi-
palmente producidos por fosfotrjesterasas. La fraccidén soluble
en cloroformo esta compuesta por paratidon y su metabolito activo,
paraoxdh, procducido por 1la acci&h de oxidasas de funcion mixta de
localizacion microsomal. £1 lavado externo corresponde al paration
que no ha penetrado a través de la cuticula del insecto.

De los resultados d=2 la Tabla VII se pueden extraer algunas
conclusiones generales. En primer lugar, respecto de la recup=ara-
cidén, resultd muy llamativa la caida que se observa a partir de 1la
5¢ hora. Dado que el manipuleo y diceccidn de los insectos se rea-
lizaron por similar procedimiento para los distintcs tiempos d= in-
toxicacidén, es posible que esta disminucidén se deba a una interaccién
entre material biologico y el compuesto radiactivo, posiblemente
"binding" a proteinas de los tejidos que se eliminan como precipita-
do insoluble luego de la centrifugacidn.

Respecto de la peneiraciodon, los resultados de recuperacidn de
paratidon sobre cuticula no mostraron diferencias significativas a lo
largo del experimento, tomando como base la tradiactividad total recu-

) —-)
perada. Esto pareceria indicar un proceso inicial rapido de penetra-
cidén, usando el solvente como transportador ¢ "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 prcporcidén de radiactividad no
penetrada deja grandes dudas sobre el valor real de la penetracidn en

estos casos.
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Los valores de racdiactividad soluble en cloroformo localirzada
en térax y abdomen no muestran diferencias apreciables entre si a
lo largo del experimentc. En ambos casos se insinGa una tendencia
decreciente en los valores a medida que nos acercamos a tiempo de
muerte.

Er. cuantc a la radiactividad soluble en agua, muestra una ten-
dencia creciente a 1o largo del experimento, pero, a diferencia de
la radiactividad soluble en cloroformo, se la encuentra principal-
mente localizada er. abdomen, lo que podria ser explicacdo por ls ma-
yor cantidad de hemolinfa de esta parte del cuerpo del insecto.

Esta ampliamente aceptado que los insecticidas correspondientes
a la familia de los fosforotionatos deben ser activados a sus cor;;Sn
pondientes fosfatos analoqos para manifestar su accidn anticolineste-
rasica. No hay muchcs antecedentes en bibliografia respecto del por-
centaje de conversién necesario para provocar la muerte del incecto
tratado. En general los docajes de fosfates lueqo de la conversidn
han sido realizados comparatiyamente centreé cepas susceptibles v re-
sistentes de insectos, a los fines de.determ;nar mecanismos de resis-
tencia (74) (75). —=

En la Tabla VIII se presentan 1los resultados obtenidos en vin-

.

chucas tratadas con paratidén. Estos resultados demuestran una impor-
tante acumulacidén de paraoxdn, y sugieren que la actividad de fosfo-

triesterasas es mas importante para los tiofosfatos que para los fos-

fatos.



TABLA VIIT

CONVERSION "IN YIVO" DE PARATION A PARAONON EN TCRAX Y ABDOMENM

DE T. INFESTANS

Tiempo de into- Torax Abdoman
xicacidén (hs.) %paration  %paraoxodn | %paration %paraoxén
4 95,0 5,0
5 21,1 8,9 87,4 12,6
Muerte(5h 38') 87,3 12,7 75,8 24,2

Con respecto a las diferencias de acumulacidn de paraoxdn en-
tre térax 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 proporcidn de oxidasas de
funcion mixta, que actuan en el metabolismo de xenokigtices (75)(77),

y en el caso de esta experiencia son responsebles de lia desuifuraciodn

oxidativa del paration.

IT b - Metabolismo de naration y »araoxdn "in vitro"

A los fines d2 evaluar "in vitro" el metabolismo degradante de



T. infestans en cuanto a la hidrdélisis de insecticidas 0.P., se in-

cubaron homogenatos de tdrax y abdomen con paratidon y paraoxon ra-
diactivos, midiendo posteriormente la cauntidad de metabolitos hidro-
solubles formados. Los resultados cbtenidos se resumen en la Tabla
IX.

Un analisis de los mismos permite obtener dos ccnclusiones fun-
damentales:
1) La actividad degradante estd localizada en mayor p-oporcidn en
abdomen.
2) La actividad hidrclitica sobre paratidn es considerablemente su-
perior a la actividad equivalente sobre paraoxdn, sugiriendo que las

fosfotriesterasas del T. infestans presentan mayor especificidad ha-

cia tiofosfatos que hacia fosfatos.
Las conclusiones obtenidas coinciden en un todo con los resul-
tados cbtenidos en los ensayos "in vivo'",.

a

IX ¢ - Aporte de las distintas esterasas al metabolismo de O.P.

Obtenida la informacidén "in vivo" e "in vitro" sobre el metabo-

lismo degradante de O.P., y conocida 1la compasicién electroforética
——d

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

el metabolismo de 0.P. de las distintas bandas con actividad hidro-
litica frente a o(NA.

Para tal fin se incubaron homogeratos de pequefias secciones de
gel que contenian las bandas, con paratidén y paraoxdén radiactivos.

Posteriormente se midieron los metabolitos hidrosolubles formados en



TABLA IX: RADIACTIVIDAD SOLUBLE EN AGUA PROVEMIENTZ DFE PARATION

Y PARAOXOM PADTACTIVOS, INCUBADCS COMN HOMCGENATCS DE

TORAX Y ABDOMENES DE T. IKFESTANS

% Radiactividad acuosa *
Compuesto
Térax Abdomen
Paratidn 5,50 12,50
Paraoxdn 0,45 5,15

* Corregida por hidrélisis no enzimitica.




cada caso.
Los resultados de este experimento se resumen en la figura Z.
Puede verse en la figura que el patrén de degfadacién frente a
ambos sustratos es distinto. Solamente una banda, correspondiente a
la banda IX, previamente caracterizada como arilesterasa, mostrd ac-
tividad frente a ambos sustratos. Esta enzima parece cumplir un rol

importante en el metabolismo de C.P. en T. infestans.

Por otra parts la banda V, clasificada como acetilesterssa, v
la banda I, mezcla de distintos tipos de esterasas, fueron activas
en la hidrdlisis del paratidn.

Sorpresivamente se observé un pico de degradacidn de paratidn
entre las bandas VIII y IX. En esa posicidn, si bien no hubo una &in-
cién 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 inacitiva frente a <{MAi.

Con paraoxoén, ademas 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 aléé radiactividad en 1a fa-

——
se acuosa podria ser atribuida a unidn a proteinas ("binding").Este
particular tipo de interacciéq entre carboxiesterasas y O.P. fue in-
formado por otros autores(78) (79), y podria ser interpretada como

un mecanismo adicional de inactivacion de ciertos compuestos fosfo-

rados.



FIGURA 2: METABOLISMO DEGRADANTE DE PARATION Y PARAOXON INCUBADOS CCON FRACCIONES DE GEL LUEGO DE LA SEPARACION

ELECTROFORETICA DE ESTERASAS DE T.INFESTANS

[T

\
\

Wi

\
\

\

\

N N

S\W |
\ \N\ NN

IR

VIII

=]
H -

ELL
VII

RS v

i) |
TP |

~
o
T

NN
.
\53\\\& |

10

Mol

ibles

solt

Metabolitos hidro

lubles de p




- 718 =

IIT - AISLAMIENTG Y CARACTERTZACTON DE UNA ARILEZSTERASA

IIT a - Aislamiento

Los resultados descriptos en el punto II c sugirieron que la

Banda IX, caracterizada como arilestecrasa, tendria un rol primor-

m

dial dentro del sistema esterisico del T. infestans, en la degrada-

cidén de ésteres fosforados.

Dada su alta movilidad electroforética se pensd que la forma
mas practica de aislarla para su ulterior caracterizacidén podria es-
tar daca por una electroforesis preparativa. Esta particular técnica
separativa fue aplicada con éxito al aislamiento de componentes pro-
teicos y enzimaticos (80) a través de modificaciones sencillas cde,
equipos analiticos.

Nosotros adaptamos a los fines de nuestrc objetivo la técnica de
de Braatz y Mc Intire (64) cuyos detalles se describen en Materiales
y métodos.

En la figura 3 se puede observar el densitograma de los geles
tefiidos para actividad esterdsica usando &« NA como sustrato, antes y
después del aislamiento electroforético de la arilesterasa.

—atd

La comparacion de ambos graficos indica claramente que sbélo 1la
arilesterasa (banda IX) eluyd del gel, quedando aislada y purificada
en la camara 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 concentracidn de 10% de acrilamida. Es-
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te gel, mis tramado, favoreceria la separacion de proteinas de al-
ta movilidad electroforética que corren juntos en un gel de 7 % de
acrilamida. En ambos casos se constatd la presencia de una Gnica

banda.

La enzima aislada de esta manera fue posteriormente utilizada

para los ensayos de caracterizacidn.

IIT b - Actividad fren*e a sustratos

La enzima aislada fue ensayada en su actividad hidrolitica
frente a PTA y TPE mediante el métocdo colorimétrico de Ellman (35).
Sélo fue activa frente a PTA, pero no frente a un sustrato ali-
fatico como el TPE, lo gue corrobora sus caracteristicas de ariles-
terasa.
La actividad especifica frente a TPA fue de: 0,4}*moles/min.x mg
Mediante el clésico método de Lineweaver-Burke (66), se obtuve
por regresidén la siguiente ecuacién para la funcidn caracteristica
1/V versus 1/S:
/v = 10,5 1/s + 0,03
De esta ecuacidén se obtuvo el correspondiente valor de Km para
——)
PTA como sustrato, que fue :
Km = 350 mM.
La aplicacidon de la técnica de Ellman para medir la actividad
esterisica sobre tiosustratos podria ser considerada no Util ern e}

caso de arilesterasas. Esta técnica, como se describe en la Intro-

duccidn, se basa cn el color desarrollado por la reaccidén entre el



DTNB y grupos -SH, los gque obviamente son bloqueados. Como resul-
tadc de ésto, podria esperarse que ¢l DIiNB actle como inhibidor de
enzimas sulfhidrilicas como son las arilesterasas vy, si esto ocu-
rriera, no seria aplicable.

En nuestro c¢aso, dado que la técnica fue aplicable y la enzima
mostrd caracteristicas de arilesterasa, se pensd que la reaccién en-
tre los -SH criticos de la enzima y el DTNE seria muy lenta si la
comparamos con la reaccion entre el tiofenol o tioalcohol liberado
por la enzima y el reactivo de Ellman, o si lo hacemos con la reac-
cidén de hidrdlisis catalizada por la enzima,

Con el fin de aportar elementos de juicio acerca de la hipéte-
sis propuesta, se midid la reaccidn entre DTNE y enzima, en ausenéia
de sustrato. El resultado fue que el desarrollc de color correspcon-—
diente a esta reaccidn fue despreciable durante los tiempos de medi-
cidén de la actividad enzimatica. Si se tiene en cuenta que un pcste-
rior agregado de sustrato permitidé determinar normalmente la actjvi-
dad esterasica, se puede presumir una baja velocidad para la reaccidn
entre el DTNB y los -SH de la arilesterasa aislada.

Este resultado no es sorpresivo, si sel;iene eQ~§uenta que la
velocidad de reaccidn entre DTNB y grupos -SH es muy variable (81).

En el siguiente esquema se resume lo descripto:

RSSR + E~-SH _ X4 ,  RSSE - RSH
0 0
7z k 7y

CH,C. + E-SH 2, cH,c” + phsk
S—Ph CH

- PhSH + RSSR _;El__; RSSPh + RSH
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ky ) ky para que el método de Ellman sea aplicable.
k2 > k, para nuestra enzima.
Por lo tanto en estas condiciones experimentales el reactivo

de Ellmarn no actla como inhibidor.

III ¢ - Inhibicidn de la actividad enzimatica

—

Sobre la enzima aislada se ensayaron una serie de inhibidores
caracteristicos de distintos tipos de esterasas, utilizando el méto~-
do de Ellman cen PTA cocmo sustrato.

Los inhibidores usados fueron:

Eserina (10-5M), inhibidor de colinesterasas (82);

5M), DDVP (16~ M) y TOCP (103

paraoxén (10~ M), inhibidores de carbo-
xiesterasas (43).

Ninguno de estos compuestos, en las concentraciones enrsayadas,
mostrd actividad inhibitoria. Segln este resultado, la esterasa en
estudio podria ser clasificada como arilesterasa o acetilesterasa, y
se encuentra libre de contaminacién con otros tipos de esterasas.

Adicionalmente se ensayaron como inhibidores una serie de ccm-
puestos que, blogueando determinados grupos FTuncionales, acttan co-
—ail)
mo modificadores proteicos. Ellos son:
- p- hidroximercuribenzoato (PHMB), clasico 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 {(BNPS), ataca grupos -SH y triptofano, y, con mucho

menor reactividad a cisteina (86).

- Bromuro de p-azidofenilacilo (pAF), alquila selectivemente enzi-
mas sulfhidrilicas (87).

- Fluoruro de dansilo (FD), reacciona con -OH activos de serina-es-
terasas (88).

- 1,5-I-Aedans (1,5~I), modificador caracteristico de grupos -SH(89).

Estos compuestos se evaluaron como inhibidores a los fines de
tener una informacidén mas detallada de los grupos proteicos criticos
para la actividad enzimatica.

No pudieron ser ensayados por el método de Ellman ya que inter-
fieren con él1 de distintas formas. Para la caracterizacidén de su ac-
tividad inhibitoria se los preincubd con la enzima, y posterior—-—
mente se observo la actividad de la misma mediante el revelado de un
gel con &XNA , luego de la corrida electroforética, como ya fuera
descripto.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla X.

En la misma, la inhibicidn de la arilesterasa aislada se des-
cribe cualitativamente, por la apreciacidn visual de la intensidad
de color correspondiente a cada banda. El andlisis ded grado de in-
hibicién obtenido nos indica que los compuestos PHMB y pAF producen
inhibicidén total, indicando claramente que estamos en presencia de
una enzima sulfhidrilica, lo que nos aporta un elemento de juicio

clave para clasificarla como arilesterasa. Los otros reactivos de

-SH ensayados (BNPS y 1,5-I), al mostrar inhibicidn parcial corro-
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TABLA X: INHIBICION DE ARTLESTERASA DE T. IMFESTANS POR DISTINTCS

MODIFICADOKES PROTEICOS

Inhibidor Grado de inhibicibén  Grupo modificado
PHMB ~SH
CHD Guanido
NAI - Tirosilos
BNPS -SH ; triptofano
DAF ~SH
FD - ~OH de serina
1,5-1 ~SH

+ + ¢ Inhibicibn total
+ : Inhibicidn parcial

- : No inhibicibn.



boran que esta enzima tiene -SH con un rol clave en la actividad
enzimética.

Otro de los inhibidores ensayados, la CHD, mostrd parcial ac-
tividad inhikitoria, lo que permite suponer la existencia de un
grupo guanido necesario para la normal actividad de la enzima.

Como ya se mencionara (2), numerosas esterasas (B esterasas)
basan su accién hidrolitica en ataques nucleofilicos del -OH de
la serina. En este caso tal mecanismo no parece tener contribucidn

a la accidn hidrolitica, como lo demuestra la resistencia de la en-

zima a la inhibicidn por FD.

III d - Activacidn por cationes bivalentes

La enzima aislada fue ensayada en su actividad hidrolitica en
presencia de caticnes bivalentes, usando el p-terbutilfenil fosfo-
rotionato, que, como se describirid mis adelante, resultd ser un ex-—
celente sustrato de la misma.

"Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla XI.

Como puede verse en la Tabla, el cobalto v el manganeso in-
crementan significativamente la actividad de la enzigg. De acuerdo
con las clasificaciones ya discutidas en la introduccidn de este
trabajo, podemos considerar a esta esterasa como perteneciente al

grupo II (Co-Mn activadas). Este tipo de enzimas han sido encontra-

das en otras especies de insectos, y también en mamiferos (29).



- 86 -~

TABLA XI: ACTIVACION DE ARILESTHERASA DE T. INFESTANS POR

BIVALENTES.

Catidn Actividad % Activacidn

( % degradacidn en 1h)

1+

Control 32,8 1,9

ca*t 34,7 2 9,1 0,0
Mg*? 35,0 = 1,7 0,0
cott 46,7 = 2,8 42,4 *
Mn*Y 53,0 = 2,9 61,6 *

¢ Activacidn estadisticamente significativa. p £ 0,01.
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III e - Efecto del nH v de la temperatura

A los fines de una mejor caracterizacidén de la enzima aislada,
se determind la influencia del pH y de la temperatura sobre ia ac-
tividad enzimitica.

El efecto del primer parametro se describe en la Tabla XII.

Los resultados alli resumidos indican que la actividad crece
continuamente con el pH hasta el maximo valor ensayado. Por otra
parte, a pH menores que 7 se reduce drasticamente la actividad.

Estos resultados sugieren que un medio bdsico es un requeri-
miento mecanistico para la hidrdlisis catalizada por la enzima.

Con respecto al efecto de la temperatura, en la Tabla XIII se
resume la actividad enzimatica a distintas temperaturas. -

Los resultados indican la sorprendente termoesta.bilidad de es-
ta enzima, que hasta 602 C no sdlo mantiene su actividad sino que la
incrementa sensiblemente.

Cuando se intentd determinar su resistencia térmica, se encon-~
tréo que ni ain a 1002 C durante 30 minutos perdiz su actividad. Este
resultado es muy sorprendente, ya que hay muy escasos antecedentes
en la bibliog;afia acerca de enzimas resistentes a alfas temperatu-

ras, Yy una buena parte de ellos se refieren a enzimas de bacterias

terméfilas (90).

IITI f - Actividad frente a ésteres fosforados

Los resultados resumidos en la Tabla XIV muestran la actividad

degradativa de la enzima aislada frente a una familia de compuestos
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TABLA XTI: ACTIVIDAD DE ARILESTERASA DE T. INFESTANS A DIFERENTES nh.

.pH Unidades enzimiticas

b'd 103 S/tmoles/min.)

5,6 0’16 - 0,01
6,5 1,85 L 0,07
7,2 5,90 £ 0,14
7,8 15,95 L 0,35
8,6 25,70 L 1,55
9,9 37,00 = 0,28

TABLA XIXI: ACTIVIDAD DE ARILESTERASA DE T. INFESTANS A DIFERENTES

TEMPERATURAS
Temperatura Unidades enzimlticas
(eC) x 103 ;;Lmoles/min.)
24 4,93 X 0,11
30 8,82 2 0,11
40 20,94 X 0,57
50 35,56

60 55,00
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fosforados radiactivos sintetizados en el laboratorio, de estruc-
’

tura general:

S  OEt
™ OEt

donde los R son sustituyentes seleccionados para cubrir un amplio
espectro de polaridad y de efecto electrdnicc. E1l miembro més cono-
cido de esta serie homdloga es el insecticida paratidn.

Nuestras hipdotesis previas hacian suponer que la mayor activi-
dad de la enzima podria correspcnder a los compuestos con sustitu-
yentes R de mayor efecto atractor de electrones. Este efecto puede
ser medido cuantitativamente por la constante de Hammett Cr, defi-

—

nida como:

loq—f—' = S-)xg

o
donde Ks representa la constante de velocidad o equilibrio del miem-
bro s de un grupo de compuestos de una serie homdloga que sufre una
reaccién, y Ko es la misma constante para el compuesto sin sustitu-
ir. La constante }9 es caracteristica de las condiciones y tipo de
reaccidn, y el parametro de Energia libre QG es una_ﬂsdida del efec-
to electrdnico del sustituyente s sobre el centro de reaccidén (91)(92).

Sin embargo, la més alta velocidad de degradacidn se alcanzd
cuando R fue terbutilo. Este resultadec hizo pensar que lcs efectos
hidrofdbicos podrian jugar algin rol preponderante en el mecanismo

de reaccidén enzimatica. El pardmetro mis 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 particidn entre oc-—
tanol y agua, y e€s cefinida como:

N - log Ps - log Ph

donde Ph es el valor para el compuesto sin sustituir y B, para el
sustituyente s.

Con el fin de evaluar la influencia de los efectos electrdnicos
e hidrofdbicos de los sustituyentes, se efectud un analisis por regre-
sién de los valores de velocidad de degradacidn para cada sustituyente
con los correspondientes Cj Y'WT . Como se informa en la Tabla XIV,
los resultados mostraron una buena correlacidn lineal (r= 0,971), es-
tadisticamente significativa (p {0,05). Los coeficientes de la ecua-

cién de regresidn,siendo del mismo orden paraqT y @ (0,301 y 0,298),

sugieren que ambos efectos son importantes en la reaccidn enzimatica.
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TABLLA XIV: DEGRADACION ENZIMATICA DE FOSFOROTIONATOS DE ESTRUCTURA:

R-{/ N-o-p-(s) (OC,H),, CATALIZADA POR_UNA ARILESTERASA

DE T. INFESTANS

R Velocidad de degradacidn® P GP

nmoles/hcra x mg prot.

H 56,1 ~ 17,0 0 0

CN 150,5 * 14,5 -0,21 0,69

c1 115,6 = 7,6 0,70 0,27

CH, 90,9 X 17,8 0,53 -0,12

NO, 97,7 £ 15,3 -0,04 0,82
(CHy) € 210,0 = 29,7 1,90 ~0,17

-: El resultadc es el promedio de cuatro determinaciones indepen-
dientes,

b: valores de bibliografia.Hansch C. y Leo A, " Substituent constants
for correlation analysis in chemistry and biology",John Wiley &

Sons, New York, 1979,

Correlacidn obtenida por reqresién:

log k = 0,301 11 + 0,298 G + 1,795

Parfmetros estadisticos:

r = 0,971 F = 24,6 correlacibén significativa ( p £ 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 - Con respecto a la activacidén pcr cationes bivalentes, el incre-
mento de actividad con Ca++, Mg++, co*? Y Mn*t sefiala la presencia
de esterasas de los grupos I y II. —
4 - La electroforesis en gel de poliacrilamida reveld la presencia
de ﬁueve bandas de esterasas, clasificables como: arilesterasa (ban-
da IX), acetilesterasa (banda V), y carboxiesterasas (bandas II,III,
Iv, VI, VII, VIII ),

5 - E1 patrdén de bandas esterisicas no mostrd variaciones cualitati-

vas durante el desarrollo post embrionario.

Los estudios realizados acerca del rol de estas—esterasas en el
metabolismo de insecticidas fosforados sefialan que:
1 - La intoxicacidn con paratibdn, seguida hasta tiempo de muerte,
mostrd un balance toxicodinamico con un excelente paralelismo entre
la inhibicibn de la colinesterasa de cabeza y la acumulacidén de pa-

raoxbén, metabolito activo. Dentro de este balance, el metabolismo



degradante, objeto fundamzntal de este trabajo, demostrd tener un
rol clave, como e¢s sugerido por la cantidad de metabolitos hidroso-
lubles presentes en abdomen a tiempc de muerte, que representan ca-
si un 50 % del insecticida penetrado.-

2 - La incubacién de homogenatos de T. infestans con paratidn y pa-

raoxén radiactivos mostrd una mayor velocidad de degradacidn para el

fosforotionato, siendo mis ripida en abdomen que en térax.

3 - Un analisis de la contribucidn de cada banda electroforética a
la degradacidén del paratidn y paraoxdédn, sugiridé que la banda IX, cla-
sificada como arilesterasa, tiene un rol fundamental en la hidrdlisis

de compuestos fosforados,.

La experimentalmente demostrada importancia de la banda IX jus-
tificd su aislamiento electroforéticc y su caracterizacibdn, que did
los siguientes resultados:

1 - La enzima aislada demostrd ser electroforéticamente pura, y es-
tar libre de contaminaciones con colinesterasas, carboxiesterasas
o acetilesterasas,

2 - Su actividad hidrolitica frente a PTA, pero no frente a TPE, Y
——

su inhibicidn por reactivos de -SH, sefilalan claramente que la enzi-
ma aislada pertenece al tipo de las arilesterasas.,

3 - El efecto activador de Co+; Y Mnt Y permiten tipificar a esta
enzima como perteneciente al grupo II,

4 - La influencia del pH sobre la actividad enzimdtica mostrd la

necesidad de un medio basico, y una actividad creciente en funcibn



del pH,hasta el maximo valor ensayado (9,9),

5 - La termoestabilidad de la enzima resultd sorprendente, ya que
su actividad no se vid afectada ni aln después de calentarla duran-
te madia hora a 1002 C.

6 - La actividad hidrolitica de esta enzima sobre ésteres fosfora-

dos de estructura general:

e D-o-begi:
con sustituyentes R de distinta polaridad y distinto efecto electrd-
nico, mostrd una relacidn lineal con los pardmetros representativos
de efectos electrdnicos (G ) e hidrofébicos (). Cuando se correla-
cionaron ambas variables individualmente, sblo la hidrofobicidad pre

sentd buena correlacidn, sugiriendo una mayor importancia de este

efepto.

Las caracteristicas descriptas para la enzima aislada sugieren
un mecanismo de hidrdlisis de fosforotionatos como el que se indica
en la Figura 4.

De acuerdo al mismo, habria un primer paso en el cual el sustra-
to se une a la enzima para formar un complejo enzima-sustrato. Esta

~—atd
unidn, descripta como Etapa 1, seria de naturaleza hidrofdbica Yy se
veria favorecida por la interaccidn entre el grupo aromitico del
sustrato y la zona hidrofdbica de la enzima. Los sustituyentes del
grupo arilo de alta hidrofobicidad harian mis eficiente la forma-

. : . + 2 Py
cidén del complejo. Esta suposicidn se ve corroborada experimental-

mente, por haberse determinado gque la enzima es una esterasa ari-
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FIGURA 4: PROBABLE MECANISMO DE HIDROLISIS DE FOSFOROTIONATOS

POR UNA ARILESTERASA DE T. INFESTANS
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lica, y por el control hidrofdbico que sc¢ demostrara para la velo-
cidad de hidrdlisis de arilésteres de P con distintos sustituyentes.
Lo expuesto justificaria también la mayor eficiencia de la enzima
para fosforotionatos que para fosfatos, debido a una mayor hidrofo-
bicidad del P¢S frente al P’O.

En la Etapa 2, se sugiere un ataque nucleofilico del -OH sobre
el fésforo del éster que forma parte del complejo enzima-sustrato.
El mecanismc de este paso de la hidrdlisis enzimltica no seria muy
diferente al de una hidrdlisis alcalina, excepto por la mayor velo-
cidad de reaccibédn debido a una mayor labilidad del sustrato en el
complejo enzima-sustrato gue cuando estad solo. Como hechos experi-
mentales que apoyan esta hipdtesis, se pueden mencionar: el parcial’
control electrofilico que se demostrara para la hidrdlisis enzimé-
tica, y que corresponderia a la Etapa 2; en efecto, sustituyentes
R mis electrofilicos (de mayor 4 ), al hacer mis electrocpositivo al
fésforo favorecen el ataque nucleofilico (95). Ademids, el continuo
incremento de la velocidad de reaccidn a pH crecientes, es coheren-
te con el mecanismo propuesto.

La mayor labilidad del sustrato complej;éo podqég deberse a
caracteristicas hidrofébicas-hidrofilicas (bimodales) de la enzima,
que favorecerian la hidrdlisis en medio acuoso de un sustrato lipo-
soluble; o a un efecto electrofilico de algln grupo o grupos perte-
necientes o cercanos a la zona hidrofdbica, que, deslocalizando
electrones del fésforo, lo hagan mas electropositivo, favoreciendo

el ataque nucleofilico.
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El critico rol del -Sil para la actividad enzimdtica es difi-
cil de explicar. A modo de nipbtesis especulativas, se podria pen-
. 3 s P4 . N 4
sar en una asistencia anquimerica de este grupo, que deberla estar
. -~ . ’
cercano o pertenecer a la zona hidrofobica, y gque actuaria aumen-
tando la electropositividad del fbsforo; como por ejemplo se des-—

cribe en el siguiente esguema:

7

s 5 oe-

Otra posibilidad seria que el o los grupos -SH tuvieran un pa-
pel clave en la estructura de la zona hidrofdbica.

En ambos casos su bloqueo implicarfia la pérdida de la activi—
dad enzimltica. En el primero de ellos, porque la deslocalizacibn
de cargas del S u O del sustrato seria necesaria para que el fdsfo-
ro alcance a ser suficientemente electropositivo, de modo que el
ataque del -OH esté mds favorecido que en una hidrblisis alcalina.
En el segundc caso, el bloqueo cel -SH afectaria a la zona hidrofé-
bica de tal manera que se veria impedida la formacidn del complejo

enzima-sustrato.
et
Una caracteristica de la enzima dificil de explicar es su sor-—
prendente resistencia al calor. Esta propiedad, dificilmente inte r-
pretable como un caso de renaturalizacidén (dadas las dristicas con-
diciones de calentamiento usadas), mas bien podr{a interpretarse co-

mo un caso de catilisis independiente de la conformacibn de la pro-

teina’ y asociado fundamentalmente a caracteristicas hidrofdbicas de
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la macromclécula. Esto recuerda el mecanismo sugcrido para transfe
rasas (96), en el cual la enzima provee basicamente un medio hidro-
fébico entre sustrato y cofactor, para la reaccidn de transferencia.
Coincidentemente, en alglin caso en particular se ha encontrado una
actividad de transferasa con una resistencia al calor similar a la
hzilada en este trabajo para la arilesterasa {Wond E., comunicacibn

personal)

Un estudio como el presente, que lleva a un mejor ccnocimiento
a nivel molecular del mecanismo degradante de insecticidas provisto
per una arilesterasa de Triatoma infestans, sienta las bases para

el desarrollo futuro de agentes guimicos gue, bloqueando esta par-

ticular actividad enzimdtica, actlen como sinergistas de insectici-
das organofosforados y, por lo tanto, puedan contribuir a un mejor

control del insecto vector de la enfermedad de Thagas.
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