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RESUMEN

Los plaguicidas se han transformado en herramientas casi imprescindibles en el
mundo moderno. Sin embargo, su uso acarrea gran variedad de problemas toxicologi-
cos, ambientales y ecologicos de gravedad variable.

Los sapos ocupan una posicion central en la cadena trofica en todas las etapas de
su vida. Particularmente su etapa embrionaria tiene lugar en medio acuoso donde que-
dan potencialmente expuestos a numerosos polutores ambientales. Estudiamos el efecto
de la exposicion a malation en actividades enziméticas claves en el proceso de intoxica-
cidn, que constituyen los blancos primario y secundarios y algunas enzimas detoxifican-
tes.

Todas las actividades enzimaticas estudiadas se encuentran fuertemente afectadas
en embriones desarrollados en medios con malation 44 mg/l (concentracion igual a la
CLso en 96 hs.). Al trasladar los embriones a un medio no contaminado se recuperan
rapidamente, siendo su evolucion similar a la que experimentan los embriones controles
pero con un retraso muy marcado, comparable con el retraso en el desarrollo que se
observa en la morfologia.

Por otra parte, las CLsy de los embriones y larvas de Bufo son significativamente
mas altas que la de muchas especies acuaticas estudiadas. La razon de esta menor su-
sceptibilidad reside en varias caracteristicas como escasa metabolizacion activante, me-
tabolismo detoxificante muy activo, secuestro del plaguicida en lipidos, existencia de
blancos alternativos y menor sensibilidad del blanco primario a la inactivacion. Merece
destacarse que los embriones disponen de una importante reserva lipidica con una gran
capacidad de concentrar el plaguicida depurandolo del medio.

Encontramos que la incorporacién de paration en embriones de Bufo es muy rapi-

da, alcanzandose un estado cercano a la penetracién maxima en menos de 30 min. Valo-



res similares fueron encontrados para malation, lo que descarta como causa de la tole-
rancia a una baja permeabilidad al toxico.

La actividad AChE del sobrenadante post mitocondrial de embriones tiene una afi-
nidad mucho mas baja por paraoxén que la AChE de anguila, y menor velocidad de for-
macion del enlace covalente resultando una constante bimolecular de inactivacion a-
proximadamente 80 veces menor. Ademas, las caracteristicas cinéticas de la inactiva-
cion de la enzima de Bufo, pone de manifiesto que habria una actividad paraoxonasa en
el extracto. Sin embargo, este sobrenadante fue incapaz de proteger a la misma activi-
dad proveniente de anguila. Adicionalmente, describimos una modulaciéon no covalente
de DFP sobre la enzima de anguila dificilmente detectable por los protocolos de medida
habituales.

Por otra parte, los embriones de Bufo arenarum tienen una importante actividad
glutation-S-transferasa que detoxifica por demetilacion y se ve fuertemente aumentada
en los embriones expuestos a malation.

La toxicidad del malatién se ve sorprendentemente aumentada por la presencia de
poliaminas en el medio. Modelamos la cinética de AChE de anguila modulada por poli-
aminas debido a la importancia que las caracteristicas de la enzima parece tener en la re-
sistencia a organofosforados y al efecto dramdtico que mostraron las poliaminas en la
intoxicacion por malation, con el fin de contar con un instrumento para la estudiar dicho
proceso en la enzima de Bufo. Encontramos que modulan la actividad enzimatica y que
dicho efecto depende de la estructura de la poliamina de forma que permite el analisis
termodinamico de la afinidad de la enzima por la misma y de las etapas de modificacion
covalente. Nuestros resultados nos permiten proponer detalles del mecanismo de catali-
sis probablemente relevantes para interpretar el mecanismo de accion de los compuestos

organofosforados.



ABSTRACT

Pesticides have become indispensable tools in the modern world. However, their
use have resulted in a lot of toxicological, environmental and ecological problems with
different grade of concern.

Toads are in a central position in the trophic chain along all steps of their life.
Specially, during their embryonic and larval stages, which take place in water, they are
potentially exposed to environmental polluters. We studied the effect the malathion
exposition over key enzyme activities in the intoxication process, such as primary and
secondary targets, and some detoxificant activities.

All the enzyme activities studied are strongly affected in embryos developed in
medium with 44 mg/l malathion which is the LCs; in 96 hs. for this species. However,
they quickly recover when the animals are transferred to non contaminated medium.
Enzyme profiles resembles those in controls but with a delay compatible with a
decrease in the rate of development observed from their morphological characteristics.

On the other hand, Bufo embryos and larvae LCsy are significantly higher than
those of other aquatic species. The mechanism of this low susceptibility may be due to
some characteristics such as slow metabolic activation, fast metabolic detoxification,
sequester in lipids, availability of secondary targets and reduced primary target
sensibility. These embryos have an important lipid storage with high concentration
capacity that may clear the pesticide from the medium.

We found that parathion uptake in Bufo embryos are very fast reaching a
maximum before 30 minutes. Malathion uptake shows similar results.

Post mitochondrial AChE activity in embryos presents lower affinity to paraoxon

than eel AChE and slower covalent reaction of the complex. So, the resulting



bimolecular inactivation constant is nearby 80 times lower. Moreover, the kinetic
characteristics of the enzyme inactivation in Bufo suggests the presence of a
paraoxonase activity in the extract. However, this supernatant was unable to protect eel
AChE activity. Additionally, we describe a none covalent DFP modulation of AChE
difficult to detect by the usually used protocols.

On the other hand, , they have a very high glutathion-S-tranferase activity which
detoxify mainly by demethylation and increases during the malathion exposition.

Malathion toxicity is enhanced by polyamines in the environment. In order to have
an instrument to search that inactivation in Bufo enzyme, we modelled the kinetics of
AChE modulated by polyamines because of the importance of the enzyme kinetics in
the resistance to organophosphate intoxication, and the dramatic effect that polyamines
have in malathion intoxication. We find that polyamines modulate AChE in a
polyamine structure-depends way that (leave) allow us to perform thermodynamic
analysis of the enzyme — polyamine affinity and the covalent reaction steps. Our results
allow us to propose some details on the catalytic mechanism’s details, probably relevant

in the organophosphate poisoning mechanism interpretation.
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SET Solucién: Sacarosa 250 mM, EDTA 1mM, Tris-CIH
100 mM. pH: 7.4.

Spd Espermidina

Spm Espermidina

TCA Acido tricloro acético



1 INTRODUCCION

1.0 PLAGUICIDAS USOS Y NECESIDADES

El ser humano convive con innumerable cantidad de especies cuya existencia afecta
en mayor o menor medida, generalmente perjudicandolas. Hoy se estima que la tasa de
extinciones de especies es entre 1000 y 10000 veces la normal. La actividad antropogénica
también genera las condiciones propicias para la proliferacion descontrolada de algunas de
las mismas que finalmente impactan sobre ecosistemas locales y terminan por afectar su
salud o su economia. En estos casos, son consideradas plagas y han sido combatidas de
diversos modos desde tiempos inmemoriales. En las tltimas décadas se han desarrollado y
aplicado diversos productos quimicos muy utiles para combatirlas, a los que se llama
genéricamente plaguicidas.

Esta practica para el control de plagas ha hecho posible, hoy en dia, hacer mas con-
fortable la vida, mejorar el rendimiento agricola y controlar vectores de enfermedades in-
fectocontagiosas con excelentes resultados desde el punto de vista epidemiolédgico. Fiebre
amarilla, amebiasis, leismaniasis, colera, malaria y tifus son algunos de los ejemplos de en-
fermedades controladas combatiendo sus vectores mediante el uso de plaguicidas. Hacia el
afio 1945 llegaron a ser mas de veinte las enfermedades transmisibles por vectores controla-
dos de esta forma (Hayes, 1975). La importancia de los beneficios obtenidos frente a sus
perjuicios son tales, que hoy en dia es dificil dejar de usarlos hasta tanto se desarrolle un

procedimiento alternativo que cumpla el mismo fin, con una eficiencia similar. No obstante
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es importante sefialar que el uso permanente de estos compuestos ha llevado a que los
mismos estén presentes en forma persistente en suelos, aguas profundas y superficiales y en
los alimentos provocando un importante impacto en el medio ambiente (Baez y col., 1996;
Knedel y col., 1999; Kolpin y col., 1998; Krueger y Térnqvist, 1998; Natale y col., 1995;
Planas y col., 1997; Loewy y col., 1999; Spliid y Kooppen, 1998). A modo de ejemplo, en
la figura 1 se ilustra la presencia de plaguicidas en aguas superficiales del Alto Valle de Rio
Negro y Neuquén.

La tecnologia agropecuaria actual tiende a racionalizar su uso criteriosamente, apo-
yandose en la flora benéfica y la competencia entre especies, en el uso de variedades vege-
tales de genética seleccionada o modificada, resistentes a las plagas y a un completo cono-
cimiento de las caracteristicas, interacciones y necesidades de los insectos en cada ecosiste-

ma. (Loewy, 2002).
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Figura 1: Presencia de plaguicidas organofosforados y carbamatos en agua de
efluentes, canales y de rio en varias localidades del Alto Valle del Rio Negro.
(Loewy y col. 2001).
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En materia de insecticidas, especificamente, en nuestro pais, se registra un descenso
I
| paulatino en el consumo total desde el afio 1997 en adelante (Tabla I), si bien la intensidad
I
I

de la aplicacion varia de una zona a otra y de un afio a otro.

Tabla I: Consumo de plaguicidas en la Republica Argentina en los afios
1997 y 1998. (CASAFE, 1998)

Herbicidas Insecticidas Fungicidas
1997 1998 1997 1998 1997 1998
| Algodén 20,09 16,8 35,03 26,0 0 0
Soja 329,39 240,8 53,82 38,2 0,15 0,6
Frutales 1,76 2,7 15,40 12.2 3,93 3.9
Totales 634,70 535,5 166,50 1335 53,00 49,6

Valores en millones de dolares.

Metilazinfos, por ejemplo, es el insecticida mas usado en zona de cultivo de frutales
llegando a aplicarse hasta 970 toneladas, las que representan el 90% de los aplicados en
todo el pais. Por otro lado, llegaron a aplicarse 3000 toneladas de clorpirifos, en 1997, de
las cuales el 47% se usé en cultivos de soja y nada més que el 4% en frutales el mismo afio;
pero en 1999, en soja el consumo bajo a 1066 toneladas mientras que para frutales se usa-
ron cerca de 133 toneladas. Hay que tener en cuenta, que el drea destinada soja es mucho
mayor que la de frutales, y por lo tanto la presidn ejercida en estas areas es mucho mas im-
portante (INTA, comunicacion personal).

Por lo tanto, todo indica que en nuestro pais, aun se aplican importantes cantidades de
plaguicidas que constituyen, cuando no se respetan estrictas normas de seguridad, una

amenaza a la salud publica y para la integridad ecoldgica del ambiente.
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Los intentos por reducir o abandonar totalmente su uso han ido creciendo en los
ultimos afios, pero el esfuerzo es alin escaso. Asi por ejemplo, si bien los llamados “cultivos
organicos” los evitan por completo, para satisfacer las demandas de un mercado que se
muestra dispuesto a cubrir los mayores costos para garantizar un producto completamente
libre de residuos, aun a pesar de una calidad inferior, no puede decirse que sea esta una
modalidad masiva que vaya a desplazar a la convencional pese ser un mercado en creci-
miento.

Por otro lado, los esfuerzos de distintas instituciones por impulsar modalidades de
control integrado de plagas lograron sumar adeptos especialmente en la region del Alto

Valle de Rio Negro y Neuquén (INTA, comunicacion personal).

1.1 HISTORIA

Una de las mas antiguas referencias escrita conocida sobre el uso de sustancias
destinadas al control de plagas, figura en la Odisea de Homero del siglo IX AC. En oriente
se utilizaba arsénico para controlar insectos en jardines. Hay papiros con recetas de
preparados destinados a repeler plagas que datan del afio 1550 AC. Existen registros de
usos de arsénico y tabaco hacia mediados del siglo XXVII. Pero hasta fines del siglo XIX
era relativamente poco el uso de productos de este tipo (Hayes, 1975).

Antiguamente se utilizaron sales de metales pesados como sulfato de cobre, arsenito
de cobre o arseniato de plomo o productos derivados de extractos vegetales tales como ni-
cotina o rotenona. En el siglo XIX ya se extraian las piretrinas de fuentes naturales. Es bien
conocido el uso de habas de tierra (Phycostigma venenosum) ricos en el carbamato fisostig-

mina o eserina (Ecobichon, 1982a).
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Recién en la primer mitad del siglo XX, hacia el afio 1945, se comenzaron a usar
compuestos sintéticos, altamente toxicos, en forma sistematica y masiva con la introduc-
cion del DDT, (Ecobichon, 1982c) con el objetivo de combatir el mosquito y controlar la
incidencia de malaria. Pronto surgieron otros organoclorados altamente efectivos, pero su
gran persistencia y falta de selectividad hizo que su impacto negativo sobre los ecosistemas
fuera generalizado y determin6 que fueran reemplazados por una nueva familia de insectici-
das, los compuestos organofosforados. Estos compuestos son los mas usados hoy en dia, y
si bien se pretende reemplazarlos por nuevas generaciones de plaguicidas su uso sigue

siendo predominante (Primo Yufera, 1991).

1.2 PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS

Se denomina genéricamente organofosforado a una familia de compuestos organicos
derivados del acido fosférico cuya estructura puede representarse como se ilustra en la

figura 2.

X

A1 ”
>P—O—A3
A2z

Figura 2: Estructura genérica de un compuesto organofosforado.

Donde X es oxigeno o azufre, y A;, A, y Aj distintos sustituyentes organicos. Los
casos particulares en que A; y A sean grupos -OH y Aj sea hidrogeno u otro fosfato, se
trata del acido ortofosforico y del pirofosférico respectivamente. Los nombres genéricos de

las distintas clases se muestran en la tabla IT y los de las clases resultantes en la tabla II1.



Tabla II: Nombre genérico de las distintas clases de
compuestos organofosforados.

Grupo 1¥"atomo  Nombre genérico
X 0] Fosfatos
X S Tionatos
Al S Tiolatos
Ay N Amidato
A & Fosfonato

Tabla III: Nombre de las distintas clases de compuestos organofos-
forados clasificados seglin el primer atomo de cada sustituyente
unido al fosforo.

Ay A, X Clase

-O- -O- 0] Ortofosfato

-S- -O- O Fosforo tiolato

-O- -O- S Fosforo tionato

-S- -O- S Fosforo tionotiolato
-S- -S- (0] Fosforo ditiolato

=N- -O- 0] Fosforo amidato

=N- =N- 8) Fosforo diamidato
=N- -O- S Fosforo amido tionato
=N- -S- 6) Fosforo amido tiolato
=C- -O- 0] Fosfonato

=C- -O- S Fosfono tionato

=C- -S- S Fosfono tionotiolato
= =C- @) Fosfinato

= = S Fosfinotionato

Tomado de Corbertt (1974) y Ecobichon (1982b).

Algunos organofosforados no pueden ser clasificados de esta manera como el TEPP y
el OMPA (figura 3) (Ecobichon, 1982b).
En la figura 3 se presentan ejemplos de algunas estructuras quimicas de organofos-

forados de uso frecuente.
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Figura 3: Ejemplos de estructuras de algunos organofosforados. En todos los casos el grupo
saliente esta a la derecha del atomo de fosforo. Los compuestos marcados con (*) no se
usan como plaguicidas.
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Es evidente que las propiedades fisicoquimicas de un compuesto organofosforado de-
penden de la naturaleza de los grupos representados en la figura 2 como A, Ay y As, de las
cuales se destacan por su importancia los efectos electronicos, estéricos y la hidrofobicidad
(Ecobichon, 1982b). Cada una de las etapas que atraviesa el compuesto durante el proceso
de intoxicacion depende de, al menos uno de estos tres aspectos.

Para que un compuesto organofosforado sea reactivo, el atomo de fésforo debe estar
fuertemente activado frente a nucledfilos, lo cual ocurre por efecto de la capacidad atractora
de electrones de los grupos unidos a él. La misma es usualmente descripta en quimica
organica a través del indice de Hammet (c). Ademas es necesario que la forma y tamafio de
dichos grupos no impida la formacion del complejo con la enzima, propiedad que es
reflejada por la constante estérica de Taft (Es) (Ecobichon, 1982b).

La solubilidad en lipidos es uno de los factores mas relevantes para la toxicidad de
estos compuesto, ya que al ser liposolubles, se particionan en los compartimientos lipidicos
y se bioconcentran. Para cuantificar esta propiedad se define un pardmetro llamado coefi-
ciente octanol agua (Ko/a) como el cociente de las solubilidades en agua y en un solvente
organico como octanol, n-hexano, cloroformo o benceno.

Para modelar el efecto bioldgico de compuestos similares, se ha propuesto una
ecuacion paramétrica para predecir el valor de una respuesta bioldgica (BR) de un com-

puesto organofosforado, que contempla estas tres propiedades.

LogRB)=k; n* + ko + kso + ks Es + ks
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Esta ecuacion es de grado dos en una variable n = log(Px/Py), donde Py es el coefi-
ciente Ko/a de un compuesto base y Px el de un compuesto relacionado, con la que se ha
logrado una importante avance en el intento de correlacionar la actividad bioldgica con las

caracteristicas fisicoquimicas (Ecobichon, 1982b; ; Venturino y col., 2001).

1.3 DINAMICA EN EL MEDIO AMBIENTE

El cardcter contaminante de un plaguicida estd definido por sus propiedades toxicas,
su estabilidad quimica, su concentracion y por la sensibilidad de los organismos expuestos
al mismo, asi como a sus productos de degradacién. Estos compuestos estan sujetos a pro-
cesos de conversion y transporte en el medio ambiente como consecuencia de sus carac-
teristicas fisicoquimicas.

Los plaguicidas, una vez aplicados, son movilizados por las corrientes de aire en la
atmosfera (Ballschmiter y col., 1996). También percolan a través del suelo y escurren hacia
aguas superficiales y subterraneas (Fournier y col., 1997) donde son bioconcentrados en la
fauna y flora afectando asi no solo al hombre sino a todo el ecosistema desde animales
hasta micro organismos.

En el suelo, el desplazamiento de plaguicidas se ve demorado por union a las parti-
culas coloidales presentes, lo que lo hace extremadamente lento. El estudio de este proceso
reviste gran importancia por que permite hacer una primer estimacién del tiempo y concen-
tracion con que alcanzara el agua subterrdnea. (Loewy, 2000; Loewy y col., 2002; Kirs,
2000).

En cualquier caso, la movilidad es afectada por los procesos bidticos y abidticos de

degradacion. Asi por ejemplo, cuando se estudié la dindmica del malation marcado en el
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suelo utilizando ["*C] malatién, se libera ['*C] CO,, probablemente por biotransformacio-
nes producida por la microflora natural. La velocidad y magnitud de la liberacién de CO,
depende de las condiciones del medio, y estas, en parte, dependen de los agregados que se
le hagan al suelo. Por ejemplo, el nitrato de amonio disminuye la velocidad de degradacion
del malation pero el agregado de superfosfato triple la acelera (Ghezal y col., 1997).
Ademas, se observa que la velocidad de degradacion es mayor cuanto mayor es el conteni-
do de materia organica (Kirs, 2000). Residuos organicos en descomposicion facilitan la
lixiviacion de residuos de pesticidas en suelos especialmente usando surfactantes aniénicos
(Iglesias Jimenez, 1997), reaccion tipica de la accion microbioldgica. Por otro lado, debido
a su sectorizacion es muy dificil que entren en contacto un gran namero de individuos con
un suelo contaminado.

Por otro lado, la contaminacion del aire, si bien es mas abarcativa, es transitoria por-
que puede ser facilmente dispersada por el viento y otros eventos climaticos (Ballschmiter
y col., 1996).

La contaminacion de aguas superficiales también puede ser facilmente removida por
su movimiento rapido, por dilucién por lluvias, por bioconcentracion o por descomposicion
por accion de la luz solar o por metabolizacion por microorganismos.

En cambio, las aguas subterraneas, contaminadas usualmente por percolacién desde
la superficie, no sufren dilucion, no estan expuestas a la luz solar ni son afectadas por un
gran desarrollo microbioldgico por los que se espera que la contaminacién de las mismas
tienda a ser persistente. Ademas, son frecuentemente consideradas buenas fuentes de agua
potable por los que facilmente se convierten en fuentes de intoxicacion para la poblacion
(Baez y col., 1996, Kneldel y col., 1999; Kolpin y col., 1998; Krueger y Tornqvist, 1998;

Natale y col., 1995; Planas y col., 1997; Loewy y col., 1999; Spliid y Kooppen, 1998).
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El indice GUS (Groundwater Ubiquity Score) (Guftafson, 1989) es un indicador de

contaminacion potencial de las aguas subterraneas que se define como

GUS =(4-log(Koc)) xlog(t, )

donde to 5 es la vida media en suelos, expresada en dias. Esta ecuacién permite clasificar a
los plaguicidas en lixiviables (GUS > 2,8), no lixiviables (GUS < 1,8) y de transicion para
valores de indice de GUS comprendidos entre los valores mencionados. En la tabla IV se

muestran algunas propiedades fisicoquimicas y del indice GUS de algunos plaguicidas.

Tabla IV: Propiedades e indice GUS de algunos plaguicidas.

Compuesto Vida media Koc Solubilidad en GUS
Agua
(dias) (mg/1)
Atrazina 60 100 33000 3,68
Semiazina 60 130 6200 3,34
Lindano 400 1100 6107 2,47
Metidation 7 400 220000 1,18
Clorpirifos 30 6070 400 0,37
Etion 150 10943 1100 -0,09
Endolfan 50 12400 320 -0,15
Aldrin 100 229087 20 -2,80

Adaptado de Costa y col. (1998).
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1.4 EFECTO SOBRE ECOSISTEMAS ACUATICOS Y TERRESTRES

La toxicidad de los plaguicidas organofosforados y carbamatos es muy variable para
vertebrados terrestres (Hudson y col., 1984) y acudticos (Johnson y Finley, 1980) y debido
a que los mismos actian interfiriendo la transmision colinérgica sus efectos son agudos y
rapidos necesitandose solo cortos tiempos de exposicion para matar o afectar a una gran
variedad de especies “no - blanco”. La vulnerabilidad de cada especie depende de muchos
factores que incluyen desde la sensibilidad especifica al producto quimico, las
caracteristicas del habitat, la edad, el sexo del individuo, etc. Algunas especies son mas
tolerantes que otras a insecticidas organofosforados y carbamatos. Asi, por ejemplo,
algunas aves son 200 veces mas sensibles a carbamatos y 500 veces mds sensibles a
organofosforados que la Rana catesbiana adulta (Johonson y Finley, 1980). En especial, la
tolerancia a los plaguicidas anticolinesterdsicos varia mucho a lo largo de la vida de la
especie dependiendo de la maduraciéon de las vias metabdlicas, el crecimiento, etc.
Generalmente los adultos son mas tolerantes que los jovenes, pero no siempre es asi, por
ejemplo, para embriones de Bufo arenarum, Hensel, la LC50 es cuatro veces mayor que
para larvas de la misma especie, lo que indica que la sensibilidad es menor en estadios

tempranos (Anguiano y col., 1994 y 1998, Caballero de Castro, 1999).

En roedores, las formas descriptas de desarrollo de tolerancia son: disminucién del
nimero de receptores de acetilcolina muscarinicos y nicotinicos, cambios en la liberacion
de acetilcolina, sintesis compensadora de AChE y cambios en las propiedades cinéticas de

la enzima (Milatovic y Dettbarn, 1996). Especialmente en ratas, el cambio estructural
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ocurrido durante el desarrollo de tolerancia al paraoxén lleva a una mayor afinidad por
acetilcolina y por paraoxén. La mayor tolerancia se debe a la mayor eficiencia de la
actividad AChE remanente para hidrolizar acetilcolina (Milatovic y Dettbarn, 1996).

La presencia de blancos secundarios también ha sido sugerida como forma de modifi-
car la tolerancia a organofosforados y carbamatos, a tal punto que se ha sugerido que la
aplicacion de AChE exogena, por via endovenosa, podria mejorar la respuesta de personas
ocupacionalmente expuestas a organofosforados. En ratas, por ejemplo, la aplicacion de
inhibidores de carboxiesterasas, disminuyen significativamente la tolerancia a N-metilcar-
bamato y a paraoxén (Gupta y Dettbarn, 1993; Yang y Dettbarn, 1998).

Uno de los problemas del uso no controlado de plaguicidas es el desarrollo de resis-
tencia en las especies que se pretende combatir. Este ultimo fenémeno se produce por
seleccion natural, por la fuerte presion de seleccion que impone el plaguicida que permite
que solo los més tolerantes sobrevivan y se reproduzcan, sin la competencia de sus pares
menos adaptados (Matsumura, 1985a). De esta forma, son las especies de vida corta las que
mas rapidamente desarrollan resistencia a plaguicidas. La consecuencia directa de este
fenomeno es que el uso continuo y abundante de plaguicidas induce pérdida de eficiencia
del mismo y la necesidad de aplicarlo cada vez en dosis mayores.

Basicamente, los mecanismos de desarrollo de resistencia son cambios en el compor-
tamiento o mecanismos fisioldgicos. Los primeros se relacionan con cambios en la conduc-
ta que minimizan o evitan el contacto con las areas contaminadas. Los ultimos son cambios
bioquimicos como pérdida de sensibilidad del blanco de accién principal al envenenamien-
to, cambios compensatorios como una mayor velocidad de sintesis de AChE, una mayor
disponibilidad de blancos no criticos que consuman el xenobidtico, cambios en la permea-

bilidad y mayor eficiencia en la detoxificacion (Ffrench-Constant y col., 1999).
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En dos cepas de mosca del tabaco resistente a monocrotofés y clorpirifos la resisten-
cia parece estar asociada a diferencias en la sensibilidad de AChE a la inactivacion. Aunque
en el primer caso no parece haber correlacion entre los valores de DL50 y de la constante
bimolecular de inactivacion de AChE por el oxén correspondiente, esto bien puede deberse
a una diferencia en la farmacocinética o en la activacion en cada especie (Byrne y

Devonshire, 1997).

1.5 PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS Y CARBAMATOS.
MECANISMOS DE ACCION

Los insecticidas son, en su gran mayoria, venenos del sistema nervioso central. Los
plaguicidas organofosforados y carbamatos actian inhibiendo la actividad de la enzima
acetilcolinesterasa (E.C.3.1.1.7), en forma irreversible o lentamente reversible provocando
asi una fuerte intoxicacidn por exceso de acetilcolina. También los plaguicidas piretroides,
ciclodienos, y atn algunos clorados como el DDT, alteran el normal funcionamiento del
sistema nervioso, pero en estos casos las bases moleculares o enzimaticas de su accion per-

manecen poco conocidas (O'Brien, 1967; Matsumara, 1985b).
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1.5.1 Caracteristicas generales del sistema nervioso de los vertebrados

Si bien el sistema nervioso de una especie tiene caracteristicas tipicas de la misma
que lo distinguen del de otra especie, existen en todas ellas algunos aspectos comunes. En
cualquier caso este es el principal blanco de accién de los plaguicidas de segunda genera-
cion como organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides.

De las células que lo componen, las neuronas son la mas importantes funcionalmente.
Esta tiene un cuerpo y uno o varios filamentos, muy ramificados que se extienden, a veces a
grandes distancias del cuerpo de la célula, a través de los que se reciben o envian sefiales.
Si bien pueden no existir, generalmente la mayor parte de estas fibras son dendritas, que se
especializan en reconocer e integrar sefiales provenientes de otras neuronas y conducirlas
hacia el cuerpo de la célula. Uno de ellos, siempre presente, es el axon, que conduce las
sefiales desde el cuerpo hacia su extremo, el cual se especializa en producir y excretar el
neurotransmisor que lleva la sefial a otra neurona o a otro tipo de célula como una muscular
o enddcrina.

En la membrana citoplasmatica se encuentran poros de naturaleza proteica especificos
para sodio y para potasio y una sodio — potasio ATPasa que bombea sodio hacia afuera y
potasio hacia adentro del citoplasma consumiendo ATP. Estequiométricamente, se bombe-
an tres atomos de sodio cada dos de potasio, lo que genera un campo eléctrico a través de la
membrana con su extremo positivo hacia fuera, por lo que se dice que la misma se encuen-
tra polarizada.

LLa comunicacion entre neuronas tiene lugar por una estructura llamada sindpsis que
consiste un ensanchamiento de la fibra nerviosa llamado botén sindptico, en la neurona que

de la que proviene el impulso nervioso, y otro en la que lo recibe. Estos son conocidos
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como botones pre y post sindpticos respectivamente, y el espacio entre ambos como espacio
sinaptico. En el boton presinaptico se encuentran mitocondrias, vesiculas conteniendo el
neurotransmisor y todo el sistema enzimatico necesario para la sintesis del mismo.

La informacion se transmite por la membrana de la neurona a lo largo de la fibra
nerviosa, axones o dendritas, por una serie de sucesos concertados consecutivos: inversion
del campo eléctrico transmembrana, apertura de los canales de sodio, apertura de los cana-
les de potasio, reinversion del campo eléctrico transmembrana, cierre de los canales de
sodio y, con posterioridad, cierre de los canales de potasio. Este cambio transitorio de la
orientacion del campo de membrana, se conoce como potencial de accion y avanza por la
membrana a una velocidad de entre 3 y 120 m/s. Cuando el potencial de accion llega a la
sinapsis, se libera el neurotransmiosor al espacio sinaptico. En la membrana post sinaptica
hay receptores a los que se une el neurotransmisor y que, mediante algin mecanismo
reinician el potencial de accién en la segunda neurona. La naturaleza del neurotransmisor
determina la naturaleza de la sinapsis en particular, como la via de sintesis del mismo, el
tipo de receptor, el mecanismo por el que se reinicia el potencial de accién, y la forma en
que se elimina el neurotransmisor del espacio sindptico. La sinapsis colinérgica y la placa
neuromuscular, concretamente, usan acetilcolina COomo neurotransmisor que se sintetiza a
partir de acetato y colina y la actividad CHAT y se libera por fusion dependiente de calcio,
de las vesiculas que la contiene con la membrana citoplasmatica. El receptor de membrana
es el AChR nicotinico o muscarinico. El primero de estos, muy concentrado en la placa
neuromuscular, tiene un canal de sodio, que se abre al unirse la acetilcolina, dejando entrar
sodio a la célula y reiniciando asi un potencial de accion. Luego se desensitiza y se cierra
aun con acetilcolina unida. La acetilcolina es eliminada principalmente por la actividad

AChE que se encuentra muy concentrada en el espacio sindptico. Aunque también se ha
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descripto captura de acetilcolina por parte de las membranas pre- y post sindpticas, la acti-
vidad AChE es el principal recurso para eliminar rapidamente la acetilcolina liberada de
forma que su presencia en el espacio sindptico sea fugaz (Figuras 4 y 5). Precisamente la
inactivacion de dicha enzima conduce a un cuadro grave con todos los sintomas clasicos de
la intoxicacion colinérgica.

La enzima esta codificada por un gen con dos o tres exones estructurales, segiin la
especie, precedidos de dos exones no codificantes y un exén estructural en el extremo 3’
que puede presentar una de tres alternativas llamadas R, H y T (Massoulié y col., 1995). La
primera obtenida por lectura directa parece no tener relevancia fisiologica. El exén H codi-
fica para la secuencia sefial de reconocimiento para la unién de glicofosfatidilinositol, que
constituird su anclaje a la membrana. El exon T codifica para la region C terminal que une
la enzima al colageno o a sub-unidades hidrof6bicas.

Las distintas formas de AChE aisladas son las globulares como monémero, homo di-
mero u homo tetrdmero llamadas G, G, y G4 respectivamente, y las asimétricas, unidas a
colas de colageno con 1, 2 o 3 unidades unidas de la forma Ga, llamadas A4, Agy A1a, res-

pectivamente (ver figura 6) (Massoullié y Bon, 1982; Taylor y Brown, 1999).
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Figura 4: Esquema de una sinapsis colinérgica con distintas forma de la
enzima AChE, vesiculas de acetilcolina en la célula presinaptica, AChRn
en la membrana post-sinaptica. Los circulos difusos representan masas de
ATC difundiendo tras haber sido descargadas en el espacio sinaptico. Los
puntos sobre los receptores representan ATC unida. El flujo de sodio in-
gresando a través de los receptores abiertos por acetilcolina se representa
en amarillo.
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Figura 5: Detalles de la figura 4.
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AChE G4

AChE G,

AChE G,

AChE G,
unida a glico-
fosfatidilinositol

Figura 6: Esquema de la enzima AChE A3, G,. G, y G, unida a fosfolipidos
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1.5.2 Efectos toxicos de organofosforados

Intoxicacion aguda: Si bien se describen efectos de algunos organofosforados sobre
blancos secundarios como el receptor de GABA (Gant, 1987), los efectos de la intoxicacion
aguda se deben principalmente a la inactivacion de AChE y el consecuente aumento de la
concentracion de acetilcolina. Sin embargo, la complejidad del sistema nervioso hace que la
sintomatologia final sea complicada.

La sobre estimulacion colinérgica del sistema nervioso produce temblores, convul-
siones y pardlisis tetdnica. Algunos de los sintomas y signos de la intoxicacién aguda con
organofosforados se describen en la tabla V.

El sistema nervioso autonomo se divide en simpatico y para simpatico, ambos coli-
nérgicos, que en algunos casos acttian en forma opuesta. Por ejemplo, el simpatico aumenta
el gasto cardiaco por aumento de la frecuencia y potencia del corazon y el para-simpatico lo
disminuye. Por esto, la intoxicacion aguda puede producir taquicardia o bradicardia segin
cual de los dos sistemas estd mds afectado.

A su vez, el exceso de acetilcolina produce reacciones que intentan revertir el efecto
de la intoxicacion, como mecanismos adaptativos de los receptores, estimulacion de la sin-
tesis de AChE y disminucién de la sintesis de las enzimas que sintetizan y transportan ace-
tilcolina (Pope, 1999).

También se observa una pérdida de afinidad de los receptores conocida como desen-
sitizacion, que es particularmente importante en el receptor colinérgico que provoca un blo-
queo de la sefial. Ademds, se ha visto por RT-PCR que, exposiciones a bajas dosis de orga-
nofosforados se reprimen actividades relacionadas con la sintesis de acetilcolina como la

enzima CHAT, y se sobre expresan las relacionadas con su degradacion como AChE
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(Kaufer y col., 1998). El orden y los retardos con que se presentan estos fenémenos, condi-
cionan la respuesta de cada organismo a la intoxicacién. Como todos estos fenémenos de-
penden de la especie, del estadio y, a veces, de la historia previa de cada individuo, la res-
puesta a la intoxicacién resulta ser muy compleja y esta asociada a la via de penetracion, la
farmacocinética del plaguicida, la reactividad del mismo y a la capacidad del organismo

para detoxificar y de compensar los efectos directos e indirectos de la intoxicacion.
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Tabla V .Sintomas y signos de la intoxicacion aguda con organofosforados.

Sistema y receptores Sitio Manifestaciones

involucrados
Glandulas Aumento de salivacion, lacrimacion y perspiracion
exdcrinas

AChRm en el sistema Ojos Miosis, vision borrosa. Derrames.

parasimpatico

auténomo

AChRm en fibras

nerviosas post

gaglionares.
Tracto Nausea, vomito, rigidez abdominal, inflamacion y

AChRn en el sistema
autonomico simpéatico
y parasimpatico

AChRn en fibras
nervisas motoras

AChRn en el cerebro

gastrointestinal

Tracto
respiratorio.

Sistema
cardiovascular

Sistema
cardiovascular

Misculo
esquelético

Sistema
Nervioso
central

calambres, diarrea, tenesmo, incontinencia fecal.

Secreciones bronquiales excesivas, rinorrea, jadeo,
edema, broncospasmo, broncoconstriccion, tos, bra-
dipnea, dispepsia.

Bradicardia, baja presion.

Frecuencia urinaria e incontinencia.

Taquicardia, anemia, alta presion

Faciculaciones, calambres, debilidad muscular ge-
neralizada en musculos periféricos y respiratorios
paralisis, flaccidez o rigides.

Actividad muscular generalizada, reaccion a estimu-
los acusticos, labilidad emocional, ataxia.

Letargia, fatiga, confusiéon mental, incapacidad para
concentrarse, dolor de cabeza, presién en la cabeza,
debilidad generalizada.

Coma, temblores, convulsiones, depresion de cen-
tros respiratorios, cianosis.

Tomado de Ecobichon (1982b)
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Teratogenesis: Los teratogenos afectan de forma adversa el proceso de diferenciacion
causando anormalidades estructurales y/o funcionales. El efecto se inicia antes o durante la
embriogenesis y generalmente no involucra eventos mutagénicos o carcinogénicos. La
anormalidad que se produce es el resultado de una falla ontogénica en el organismo, tal
como aberraciones en la mortalidad celular, frecuencia de las mitosis, cambios en el patrén
de diferenciacion, etc. (Kitos y Suntormat, 1992).

Durante la embriogénesis, antes de la aparicion de la placa neural, no hay evidencias
de un sistema nervioso. Sin embargo, se ha descrito que durante la etapa de diferenciacion
celular en embriones de pollo (Layer y col.1987), se expresan algunas de las actividades
componentes del sistema colinérgico de transmision de sefiales, presumiblemente como
parte un mecanismo de comunicacion celular, que funcionarian contribuyendo a coordinar
los eventos durante esa etapa tan critica del desarrollo embrionario. Precisamente la exposi-
cion a organofosforados durante este periodo conduce a retraso en el desarrollo y a terato-
génesis (Fluck y col., 1980; Fluck, 1982; Venturino y col., 1992; Caballero de Castro,
1999).

Los cambios patologicos producidos por malation incluyen un retardo en el desarro-
llo, reduccion del tamafio corporal y un aumento generalizado del nimero de anormalida-
des (Figura 7). La aparicion de estas alteraciones morfologicas y funcionales esta correla-
cionada con una reduccion de los niveles de poliaminas (Venturino, 1994). Otros autores
han relacionado alteraciones en el metabolismo con algunos compuestos neurotoxicos
(Paschen, 1992). Estos conceptos son esenciales para interpretar las alteraciones
provocadas durante el desarrollo embrionario por plaguicidas teratdgenos (Tabor, 1984;

Srivastra, 1992).
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y col., 1998).
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El agregado exdgeno de poliaminas, Spm, Spd y Put, potencian la toxicidad de mala-
tion en larvas de Bufo arenarum, Hensel, elevando su mortalidad en 13 veces. En el caso de
la Spm se aumenta sinérgicamente también la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa

(Venturino y col., 1992).

En pollos se encontrd correlacion entre el grado de teratogénesis y el descenso de la
concentracion de NAD™. Mas aun, el efecto teratogénico se evita aportando NAD™ exdgeno
o sus precursores (Kitos y col., 1981; Henderson y Kitos, 1982). Sin embargo, no se obser-
va dicha correlacion en larvas de anfibios ya que la inyeccion de triptofano, precursor del
NAD™ no revierte el efecto como lo hace en aves (Freeman y Lloyd, 1983; Wenger, 1974).

Los efectos teratogénicos mutagénicos (Ritter, 1997) de organofosforados son muy
importantes en la evaluacion de sus posibles riesgos dado que estos compuestos se usan en
forma masiva para el control de plagas y frecuentemente entran en contacto con personas y

animales.

Neuropatia inducida por organofosforados: Algunos compuestos organofosforados fos-
forotiolatos (Thomson, 1992), producen una desorden neurovegetativo conocido como
“neurotoxicidad retardada”. Se presenta entre 10 dias y algunas semanas después de la
exposicion y se caracteriza por pérdida de sensibilidad y ataxia en extremidades inferiores,
por degeneracion axdnica en nervios sensitivos y motores por demielinizacion, particular-
mente en medula espinal y nervio ciatico. Se desconoce el mecanismo por el que tiene lugar
este proceso, pero se acepta que el mismo se dispara por inactivacion de una NTE
(Escudero y col., 1997) cuya actividad seria esencial para mantener el control homeostatico

de la vaina de mielina. Esta enzima es estudiada por su actividad PVasa resistente a
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paraoxdn y sensible a mipafox. La actividad se encuentra distribuida por el sistema
nervioso y presenta una forma ligada a membrana y otra soluble, de la que, se detectaron
dos isoenzimas titulando la actividad PVasa con mipafox en presencia de paraoxén 40 mM
en tris-CIH (Vilanova, 1990; Escudero y col., 1997).

Ademas, se han descrito efectos estimulantes de la neuropatia y de otros desordenes
neurodegenerativos producidos por algunos organofosforados que se denomina promocion.
El blanco primario no estd identificado pero no seria NTE. Sin embargo, sus propiedades
serian similares ya que todos los promotores descriptos son inactivadores de la misma

(Richardson, 1992).

Sindrome post-traumatico: La intoxicacion aguda con organofosforados o carbamatos, a
veces es seguida, dias después, por un cuadro caracterizado por depresion, irritabilidad y un
notable deterioro de las capacidades cognocitivas, tiene reminiscencias con el estrés post-
traumético que sigue al estrés traumatico agudo.

No se ha propuesto ningiin mecanismo por el cual la inactivacion de AChE y la res-
puesta al estrés tengan caracteristicas tan parecidas. Sin embargo, el estrés agudo esta a-
compaifiado por un aumento transitorio de acetilcolina y de la consecuente hiperexitabilidad
neuronal, al igual que la inactivacion de AChE. En ambos casos se han reportado cambios
en la expresion de genes relacionados al sistema colinérgico como aumento en el contenido
de mensajero de AChE y disminucion en el de ChAT, y en el contenido de la vesicula

transportadora de acetilcolina (VAChT) (Kaufer y col., 1998).
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Cancer: La importancia de la exposicion a plaguicidas en la incidencia de cancer es un
tema controvertido. Los estudios hechos en poblaciones supuestamente expuestas, suelen
arrojar resultados discutibles. El cancer de prostata, por ejemplo, tendria una incidencia
mayor en fumigadores, que se encuentran muy expuestos, pero no entre los granjeros de la
misma region cuya incidencia seria menor (Westhead, 1998). Sin embargo, los habitos de
vida de estos tltimos no incluyen algunos reconocidos factores de riesgo habituales, por lo
que se esperaria que la incidencia fuese menor que la media poblacional y en la practica no
lo es. Ademas, debe considerarse que la prostata es sensible a estrégenos y, al menos, los
organoclorados aumentan la actividad estrogénica (Leblanc, 1997; Berger, 1998), mientras
que los organofosforados presentan resultados controvertidos (Bomser y Casida, 2000).

Se ha establecido claramente el rol del citocromo P-450 en la activacion de procarci-
nogenos. En seres humanos no se ha podido establecer una relacion formal entre la expre-
sion del citocromo P-450 y el cancer, si bien se han publicado una serie de evidencian inte-

resantes en su favor (Gonzalez, 1995).

Letalidad retardada: Algunos compuestos organofosforados como algunos dialquil fosfo-
ro tiolatos o ditiolatos, presentes como contaminantes en la formulacion de insecticidas co-
merciales producen un cuadro patologico que ha sido denominado letalidad retardada
(Thomson, 1992). Estos compuestos afectan poco a AChE ya que carecen de grupo salien-
te. Sin embargo, la salud de animales inyectados con ellos declind durante pocos dias des-
pués del tratamiento hasta que finalmente murieron aparentemente por hipoxia debido a
complicaciones pulmonares. El mecanismo bioquimico de efecto retardado no ha sido des-

cripto ain.
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1.5.3 Detoxificacion

La mayoria de los plaguicidas son oxidados por actividades enzimética localizadas en
el reticulo endoplasmico, tanto liso como rugoso, llamadas oxidasas de funcién mixta o
monooxigeneasas que incorporan oxigeno a distintos compuestos transfiriéndole electrones
desde el NADPH a través del sistema citocromo P-450 - citocromo P-450 reductasa. Estas
son capaces de promover una gran variedad de procesos como remocion de grupos alquilo
o arilo, o reemplazo de azufre por oxigeno (Ecobichon, 1992b).

Las dealquilaciones que tienen lugar por esta via son, principalmente, la remocion de
grupos metilo, produciendo un aldehido y el mono alquil derivado del compuesto original,
que, por lo general, es un compuesto menos anticolinesterasico (Ecobichon, 1992b).

Dearilaciones se han observado en compuestos como paration, metil paration, fenito-
trion, diazinon y otros.

Algunas reacciones promovidas por este sistema resultan ser activantes. Por ejemplo,
los organofosforados tioatos, de tipo P=S, no tienen actividad anticolinesterasa, pero son
transformados, por oxidacion por las MFO, en fosfatos, de tipo P=O que son inactivadores
potentes de esterasas dependientes de serina. Precisamente, en esta propiedad se basa la se-
lectividad de plaguicidas como malatiéon y paration, ya que las MFO son mas activas en
insectos que en animales homeotermos (Ecobichon, 1992b) y poiquilotermos (Venturino y col.,

2001b).

Otra reaccidn activante es la oxidacion de tioesteres, primero a sulfoxido, y luego a
sulfona, catalizado por el mismo sistema. La reactividad de estos compuestos aumenta con

el grado de oxidacion, pero la ultima oxidacion es muy lenta por lo que el metabolito
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predominante y probablemente el causante de la mayor parte de la inactivacion de esterasas
es el sulfoxido (Ecobichon, 1992b).

También se han descrito de-arilaciones, de-alquilaciones, deaminaciones y hasta
hidroxilaciones del anillo aromatico, de grupos alquilo y del nitrégeno en compuestos

nitrogenados (Ecobichon, 1992b).

Esterasas: La hidrdlisis catalizada lleva a la formacion de productos mas hidrosolubles y
por lo tanto mas faciles de eliminar por orina. Las actividades esterasas se caracterizan por
ser relativamente menos especificas que otras enzimas y por presentarse en gran nimero y
con un importante solapamiento en cuanto a su especificidad de sustrato y sensibilidad a
inhibidores. En algunos casos sus genes se encuentran en locus muy cercanos, consti-
tuyendo un “clauster”, y son inducidas en distinta magnitud por los mismos inductores, sin
que estén claras las razones para la existencia de tanta redundancia de actividades similares,
aunque diferentes en sus caracteristicas cinéticas y en la regulacién de su expresion.

Estas enzimas han sido clasificadas de varias maneras. Una de ellas, la propuesta por
Holmes y col. (1967), tiene en cuenta su comportamiento frente a compuestos anticolineste-
rasicos, y las clasifica en las que son inactivadas, las que los hidrolizan y las que no reac-
cionan en absoluto con los mismos como A, B y C respectivamente, de acuerdo a su especi-

ficidad de sustrato y a su sensibilidad a inhibidores.

En seres humanos hay una importante actividad PON1 asociada a las HDL. Se la ha
descrito como la responsable de procesar los peroxidos lipidicos de las LDL (Mackness,
1998). Se ha propuesto que el rol fisiologico normal de PONI es el de impedir la

peroxidacion en las LDL vy, tal vez, en membranas nerviosas, las que estan relacionadas con
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aterosclerosis y neuropatias, ya que esta disminuida en enfermedad coronaria (Mackness y
col., 1998) y en diabetes tipo I y II especialmente cuando se presenta neuropatia periférica
(Mackness y col., 1998).

La enzima presenta un polimorfismo en la posicion 192 (forma B Arg, forma A Glu),
y otro en posicion 55 (forma L Leu, forma M Met), dentro de alelos en un unico locus auto-
somico. Este polimorfismo, también puede explicar, en parte, porque solo algunos vetera-
nos de la guerra del golfo desarrollaron el “sindrome de la guerra del golfo”, en el que hay
organofosforados involucrados, a pesar de haber sufrido todos la misma exposicion (Mac

Kness y col., 1998).).

Carboxiesterasas como blancos secundarios: El consumo de organofosforados y car-
bamatos por la inactivacion de carboxiesterasas, cuya actividad no es critica para la vida en
un corto lapso de tiempo, es una buena forma de brindar proteccidn contra estas intoxica-
ciones y es un mecanismo de tolerancia importante en mamiferos y peces. El Tri-o-cresil-
fosfato, inactivador de carboxiesterasas, aumenta la potencia de la intoxicacion por orga-
nofosforados como sarin y tabun 19 veces en ratas y 15 veces en ratones y en menor medi-
da para VX (Gupta y Dettbarn, 1993).

En ratas, las carboxiesterasas actiian como blancos secundarios tanto para DFP como
para soman en intoxicaciones agudas y en cronicas (Gupta y Dettbarn, 1993). Entre los car-
bamatos, algunos no afectan la carboxiesterasas de plasma y otros las carbamilan (Gupta y

Dettbarn, 1993).

Glutatién S transferasas: En muchas especies la via principal de detoxificacion de los tri-

esteres organofosforados es la dealquilacion o dearilacion por transferencia de un grupo al-
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quilo, o arilo, respectivamente, hacia el grupo sulfhidrilo del glutation reducido. Estas acti-
vidades, llamadas GSH-S-T, son solubles y se presentan en varios tejidos en forma de
isoenzimas, entre ellos en el sobrenadante de embriones de Bufo arenarum (Venturino,
1994).

Un grupo emparentado son las ariltransferasas. Se ha informados la presencia de S-p-
nitrofenil glutation a partir de paration, sobrenadante postmitocondrial y glutation. Estas

enzimas son distintas a las GSH-S-T pero, también son especificas de glutation.

1.6 MODELOS QUE EXPLICAN LA CINETICA DE AChE

Se han propuesto varios modelos para explicar la cinética de AChE, el mas aceptado
es el de Wilson y Cabib (1965). De acuerdo al mismo el sitio activo tiene dos subsitios, uno
anionico que alojaria al extremo positivo de la molécula del sustrato, y otro catalitico donde
se ubica la funcion ester y donde es hidrolizada.

La catélisis, en el marco de este modelo, ocurre en dos etapas. La primera consiste en
un desplazamiento nucleofilico del alcohol sobre el carbono carboxilico por una serina cuya
nucleofilicidad se encuentra exacerbada por la basicidad de un anillo imidazélico de una
histidina, aumentada por la carga negativa de un resto de acido glutdmico proximo a la
misma (Dodson y Wlodawer, 1998). La segunda etapa es la hidrélisis del acetil-enzima
formado en la primera. Este tipo de arreglo en triada de una serina o treonina, una base

generalmente histidina y un 4cido normalmente aspartico, glutdmico para todas las AChE,
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se encuentra en todas las hidrolasas serina dependientes tales como proteasas, lipasas y car-

boxiesterasas (Dodson y Wlodawer, 1998).
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Figura 8: A) Esquema de la estructura de la triada catalitica en el sitio activo de
acetilcolinesterasa. B) Esquema de la grieta caracteristica de la AChE. En color
oscuro se representa el espacio libre del interior de la grieta, y el puntillado verde
a las paredes de la misma. En rojo, cerca del fondo, se destacan los restos de
aminodcidos de la triada catalitica (Wlodek y McCammon, 2002).
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El apoyo empirico mas directo en favor de este modelo es la prueba directa de acetila-
cion de la enzima por reacciéon con sustrato marcado en el acetilo con ['*C] (Froede y
Wilson, 1970).

Sobre la base de este modelo, se ha propuesto que la inhibicion por sustrato es la con-
secuencia de un arreglo complicado de dos moléculas del mismo unidas, cada una de ellas,
a uno de los subsitios, de forma tal que impediria la hidrodlisis del acetil-enzima interme-
diario por efecto estérico debido a que la segunda molécula de sustrato, unida al sub-sitio
anionico interferiria el ingreso de la molécula de agua (Wilson y Cabibb, 1965). De esta
forma, la inhibicion por sustrato tendria lugar en la segunda etapa de la reaccion. Esta hipo-
tesis, sin embargo, ha sido rebatida por marcacion por afinidad, estudios cinéticos y al esta-
blecerse la estructura tridimensional de la enzima por cristalografia de rayos X, que cla-
ramente muestra que el sitio inhibitorio para el sustrato se encuentra alejado del sitio activo
(Niday y col., 1980; Sussman y col., 1991). En la figura 8 se presenta un esquema de la es-
tructura del sitio catalitico de la AChE donde se destaca, la triada catalitica y la posicion
que la misma ocupa, cercana al fondo de la grieta de 2 nm de profundidad, caracteristica de

estas enzimas.

DESARROLLO DEL MODELO DE INACTIVACION DE KITZ Y WILSON

El modelo propuesto inicialmente es el siguiente

- B <R o .. B3P

E+S




il S

En principio, cuando se alcance el estado estacionario, la velocidad de reaccion sera

la misma para cada una de las etapas.

a[P]

at=@w1 (1)

De acuerdo a las premisas del estado estacionario

AE]
ot
Entonces
k[ES|=k[E] = -k2£E5]=[E'] @

3

Como el primer paso del proceso es la union del sustrato y se lo supone en estado

k, [E][S] =k [ES]+ k, [ES] = [ES] = (k:k_:_ % )[EIS] = (k[_‘]EES;c]E) (3)
ky

Sustituyendo las ecuaciones 2 y 3 enla |

olp] _ k. [E]S]
ot _(k—] +k2)
ky

“4)
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A partir del balance de masa de la enzima se puede despejar la concentracion de enzi-

ma libre
[E,]=[E]+[ES]+[E] = ) .[Ei"] 151 =[E] (5)
(a+k) ", (ki+ky)
k, ; k,

Finalmente, sustituyendo la ecuacion 5 en la 4 se obtiene la expresion final de veloci-

dad en funcién de [S].

S5 g Is)

oAl k5] Ll ek
o g Eark) i) o klarh) g
k, k(k,+k,)

Wilson define kcar como la constante de catélisis aparente en el marco del modelo.

kik,

cal kz + ka

La velocidad de reaccion catalizada por AChE es entonces una hipérbola equilatera
donde la velocidad maxima es kcat x [Et] y Km es k3(k.; + k2)/(ki(k; + k2)).
Este modelo cinético asume que no existe inhibicion por sustrato y propone trabajar

solo a baja concentracion de sustrato para evitar desviaciones por este motivo. Wilson
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introduce arbitrariamente lo que llama “pequefias correcciones” de hasta 2,5% al trabajar a
una [S] de I mM (Wilson y col., 1982).

Sobre la base de este modelo se estimaron valores de k2 y k3 de 4 x 10* s aproxima-
damente. De esta forma, ambas etapas cataliticas serian igualmente limitantes, y el valor
efectivo de kcat es de 2 x 10* s, Por otra parte, se estima que el arribo del sustrato al sitio
catalitico de una enzima esta entre 10° y 10° M's”". Teniendo en cuenta que Ks se estima en
7 x 10° M, la constante de segundo orden es 2.9 x 10 M's!. La enzima, entonces,
trabajaria limitada por la difusion de acetilcolina, siendo considerada como una de las

enzimas perfectas.

Inactivadores como sustratos aftématfvos: La reaccion con carbamatos u organofosfo-
rados sigue el mismo mecanismo que el sustrato natural, pero la hidrolisis del complejo
intermediario carbamil-enzima, o del fosforil-enzima, procede a velocidades muy bajas en
el primer caso e insignificantes en el segundo. En ambos casos, la enzima queda arrestada
en la etapa intermedia. Kitz y Wilson fueron los primeros en proponer que estos reactivos
de serinas debian unirse en dos etapas, una reversible y otra, m4s lenta, irreversible con for-
macion del enlace covalente fosforil-enzima o cabamoil-enzima segun el compuesto ata-
cante (Kitz y Wilson, 1962). En la tabla VI, se indican algunas constantes de velocidad de
reaccion medidas para ambas etapas del proceso.

En el caso de los fosforados la reactivacion espontanea es mas rapida cuanto mas chi-
cos sean los grupos representados como A, y Aj en la figura 2 (Wilson y col., 1992). Se in-

forman tiempos de vida media para la reactivacion entre 1 y 2 horas segun la fuente de la
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enzima utilizada y el organofosforado, como malation, por ejemplo, que varia entre 0,85 y
2,3 hs., con ejemplos extremos de 100, 200 y hasta 700 horas como se describe para el pa-
raoxon y no se detecta para DFP (Wilson, 1992).

Ademas, la enzima fosforilada puede sufrir un proceso de “envejecimiento” que lleve
a un complejo estable no hidrolizable. Este es un proceso de tipo SN1 y como tal es tanto
mas réapido cuanto mas ramificado son los mismos grupos (Jokanovic, 1998). Por ejemplo,
AChE inactivada por maloxén se recupera con un tiempo de vida media de alrededor de
una hora, mientras que la inactivada por DFP no presenta recuperacion detectable, pero
envejece con un tiempo de vida media de 4 horas aproximadamente, mas rapidamente que
la inactivada por malaoxén cuyo tiempo de vida media esta entre 4 y 9 horas dependiendo

de la fuente de la enzima (Wilson y col., 1992).

Tabla VI: Valores de Ki y 4 publicados por Wang y Murphy para AChE de
suspensiones de membranas preparadas por sedimentacion a 100000 x g du-
rante 60 min. a partir de cerebro de las especies indicadas.

DFP Paraoxén MParaoxén Gutoxon Mgutoxon
Ki ki Ki ki Ki ki Ki ki Ki ki
(M) (min)" (M) (min)" (M) (in)" M) (min)" (M) (min)”
Mono 272 8,99 11 13,42 27 11,79 86 16,92 11 14,02
Rata 568 8,69 22 32,17 39 3829 31 56,79 20,5 72,90
Guinea Pig 1354 4,04 199 21,32 460 23,83 41 11,76 27 13,71
Pollo 1006 24,08 6,36 2526 25 37,86 89 8,32 58 24,13
Catfih 976 574 203 22,18 242 14,47 53 59,66 61 40,08
Rana 1374 086 91 362 177 2,45 121 2,69 109 4,48

Adaptado de Wang y Murphy (1982b).

El modelo cinético correspondiente es el mismo que para el sustrato donde este ulti-
mo es sustituido por el inactivador, si bien un modelo méas completo debe incluir la reacti-
vacion por un nucleéfilo distinto al agua y la reaccién de envejecimiento. La figura 9 mues-

tra un modelo como el descripto, donde Ki es la constante de inestabilidad del complejo no
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covalente, ki es la constante especifica de velocidad de reaccion irreversible de la segunda
etapa de inactivacion, kr es la constante de reactivacion espontanea por hidrdlisis, ke es la
constante de envejecimiento y &’ es la constante de la reaccion de reactivacion por un nu-

cledfilo representado por “N:”, como por ejemplo una oxima.

E-I" + P2
H0 ke
- | ke
K kI H20
E+] ==== Edl ~— E! ~ N BT
PI N: kr'
E+Ii"

Figura 9: Ecuacién quimica de la reacciones mas relevantes entre
una esterasa y un compuesto inactivador como un organofosfora-
do o un carbamato.

La medida de actividad enzimatica remanente se efectua diluyendo la muestra en la
cubeta de medida entre 20 y 300 veces seglin el protocolo utilizado, en presencia de un
sustrato a concentracion saturante, que es un inhibidor competitivo de la unién del inactiva-
dor, por lo que el complejo no covalente Eel se disocia de manera que la enzima que forma
parte de este complejo se suma, en la cubeta de medida a la forma libre y por lo tanto la

medida de actividad incluye aE y a Eel.
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Como se desprende de lo anterior, los organofosforados inactivan AChE por ataque
nucleofilico de un grupo hidroxilo de un resto de serina de la proteina sobre el 4tomo de
fésforo de muy baja densidad electrénica, formandose un complejo OP-AChE vy liberando-
se el denominado “grupo saliente” unido inicialmente al fésforo (Eto, 1974). Muchos
factores tales como la carga, la quiralidad, el efecto estérico, y otros, determinan el poten-
cial inhibitorio de la molécula y su estabilidad quimica. Cualquiera sea la especie o tejido
que se use como fuente de colinesterasa, la inhibicién de la enzima es cualitativamente,
aunque no cuantitativamente, la misma (Wallace y Herberg, 1988; Envirionmental Health

Criteria, 1986).

En vista de la estructura del sustrato y de muchos de sus inhibidores competitivos se
ha propuesto que el sitio activo tendria dos subsitios, uno estedrico, catalitico, y otro aniéni-

co, que contribuiria a estabilizar el complejo enzima sustrato o enzima inhibidor.

La velocidad de reactivacion es muy lenta comparada con la de inactivacion, de
hecho para organofosforados es despreciable, asi que puede seguirse la reaccion de la
enzima con un inactivador por desaparicion de la actividad a lo largo del tiempo, a partir

del momento en que ambos entran en contacto.

5[;;?] =—k|E-I]+k [E-1]+k [N][E-1]
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Como ya se dijo, el valor de la velocidad de reactivacion es despreciable (ki ~ 0) y no

hay nucleéfilo alternativo, es decir [N] = 0, entonces la ecuacion anterior se reduce a

6[E:]__ '
=i k|E-1] (7)

Como no es posible conocer la concentracion de complejo reversible Eel, es
necesario expresar la ecuacion 7 en funcion de la concentracion de enzima susceptible de
ser estimada, o sea E + E¢l, y de la concentracion de inactivador, a la que se la considera
mucho mayor que la concentracion de enzima de forma que practicamente no se consuma
durante la reaccion de unién y por lo tanto su valor no se altere por este motivo a lo largo
del proceso. Ademds, se asume que la primer etapa de unién reversible tiene lugar

rapidamente y por lo tanto en equilibrio termodindmico.

EU] E]l]
= Efl=
=B = [E=g ®)
Llamando Et a la enzima susceptible de ser medida, E + E°I
-l = [e]- o
1+ [;]
K

Sustituyendo la ecuaciones 8 y 9 en al 7 y re-ordenando se obtiene
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olEt] _ k[Et]l]

10
ot K, +]] w
Resolviendo la ecuacion diferencial 10
|n[.E]=_ ki[[] t (11)
Eo K +[1]

Como [Et] << [1], la concentracion de inactivador es casi invariable durante la reac-

cion. Entonces:
In[ £ }: —K,pe t donde k. = a [f] (12)

La representacion de In(E/Eo) en funcién del tiempo debe ser una recta descendente
que pasa por cero cuya pendiente es la constante especifica de velocidad de inactivacion
observada, la que es una funcion hiperbolica de la concentracion de inactivador. De esta
forma kops puede parecer proporcional a [I] a baja concentracion del mismo, pero tiene un

maximo tedrico al que tiende asintdticamente igual a ki.
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1.7 OBJETIVO

Los embriones de anfibios se encuentran expuestos a toda clase de contaminantes
desde las primeras etapas de sus vidas y muchas de sus especies se encuentran en declina-
cion en muchas partes del mundo (Barinaga, 1990; Wake, 1991; Houlahan y col., 2000;
Sparling, 2001). Debido a su particular respuesta a muchos toxicos han sido frecuentemente
usados como especies centinela o bioindicadores (Greenhouse, 1976; Cooke, 1977;
Dumpert y Zeitz, 1984). Por esto resulta especialmente interesante estudiar los efectos de
plaguicidas sobre el desarrollo embrionario de estos anfibios ya que su época de reproduc-
cion coincide con la de mayor aplicacion de insecticidas en primavera y verano. Se ha
demostrado también que las larvas de varias especies de anfibios pueden concentrar plagui-
cidas presentes en su medio ambiente (Hall y Kolbe, 1980; Gauna y col., 1991; Rovedatti y
col., 1998).

El objetivo de esta tesis es:

I Establecer los mecanismos basicos por los cuales el malation afecta el patron de de-

sarrollo de Bufo arenarum, Hensel.

2 Caracterizar los factores que influyen en la inactivacion de la AChE, blanco prima-

rio de la accidn del malation.

3 Desarrollar modelos tedricos que permitan explicar la cinética de inactivacion de

AChE por malatién y su modulacién por poliaminas.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES

El ioduro de acetil-tiocolina, el ioduro de butiril-tiocolina, DTNB, el DFP y la
acetilcolinesterasa (E.C. 3.1.1.7) tanto de eritrocito bovino como de organo eléctrico de
anguila fueron adquiridos a Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

Malatién de grado técnico, 94 %, fue aportado por Cyanamid Argentina y se purificé
por cromatografia en capa fina en silica HF,s4 tipo 60 de MERCK de 1 mm de espesor, ac-
tivada a 120 °C durante una hora, usando benceno—acetato de etilo (95:5) como fase movil,
a partir de un estandar al 94% de pureza. La mancha principal, revelada por una breve ex-
posicion a vapores de iodo, fue eluida con cloroformo bajo corriente de nitrégeno. La solu-
cion resultante fue evaporada exhaustivamente y el malation obtenido se guardd bajo
atmosfera de nitrogeno a -20°C hasta su utilizacion. La pureza del malation asi obtenido fue
verificada por cromatografia gaseosa no observiandose mas picos que el del tiempo de

retencion correspondiente al estandar de malation.

Todos los solventes utilizados son de calidad pro-analisis.

Los sapos Bufo arenarum, Hensel fueron capturados en la provincia de Buenos Aires

y mantenidos durante el invierno a la intemperie en un medio adecuado.



-45 -

La ovulacién fue inducida inyectando a la hembra aclimatada entre 20 y 24 horas, con
un homogenato de hip6fisis homologa suspendida en solucion Ringer diluida 1:10 sin
bicarbonato (CINa 111 mM, CIK 1,3 mM, Cl,Ca 2,7 mM) (Pisan6 y Renguel 1982). La
ovulacion se produce entre 15 y 24 horas después de inyectadas y los ovocitos fueron
removidos mediante pinzas del oviducto y depositados en una caja de Petri.

La fertilizacion se efectud in vitro mediante el agregado de una suspension de
testiculo macerado en solucion Ringer (Pisan6 y Renguel, 1982). Después de 60 min. se
enjuagd con solucion Ringer y se separaron en tiras de ganga conteniendo entre 50 y 100
embriones cada una, que se transfirieron a bandejas con solucion Ringer de no mas de 4 cm
de profundidad hasta su utilizacion, o al medio correspondiente al tratamiento adecuado a
cada experimento.

Los restos de ganga fueron retirados cuando los embriones podian ser desprendidos
de la misma, y a partir de entonces el medio se renovo cada dos dias y fueron retirados los
individuos muertos o deformados. Cuando estuvieron en condiciones de ingerir alimentos,
se les aportd lechuga hervida diariamente.

Todo el procedimiento se llevé a cabo a temperatura ambiente.

El malatién fue agregado en solucién acetonica en una concentracion final inferior al

2,5 % v/v en acetona. Los controles tuvieron en todos los casos el mismo tratamiento.
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2.2 METODOS

Todas las determinaciones espectrofotométricas se efectuaron en un espectrofotome-

tro de doble haz Shimatzu UV-240 con un ancho de ventana de 2 nm.

2.2.1 Homogenizacion

Los homogenatos se efectuaron en un homogenizador Potter, en una proporcion de 7
a 15 larvas o embriones por cada mililitro de solucion SET (sacarosa 250 mM, EDTA 1
mM, Tris-CIH 50 mM, pH 7.,4) o en solucion de fosfato de sodio 100 mM pH 7.4, y, de ser
necesario, fueron congelados a -20°C hasta su fraccionamiento, el que se efectud a 10 000 x

g, 20 min.

2.2.2 Actividades enzimaticas

Determinacién de colinesterasas: La acetilcolinesterasa se midio por el método de
Ellman y col. (1961). Excepto en los casos que se indican especialmente la reaccion se
llevé a cabo en solucion reguladora de pH fosfato 100 mM a pH 8, con acetiltiocolina 1,5
mM vy ditiobis nitrobenzoato 10 mM como reactivo de color y leyendo la variacion de
absorbancia a 412 nm. Se registr6 la variacion de absorbancia en ausencia de la enzima

para medir la deriva provocada por la hidrélisis quimica del sustrato en las condiciones de
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trabajo y se agregé la solucion que contiene la actividad enzimatica, en un volumen minimo
para evitar que se produzca una dilucion significativa del sistema. El nimero total de sitios
activos fue calculado a partir de la velocidad méaxima aparente y el valor reportado de kcat

(Yamamura, 1974).

Al estimar pardametros cinéticos se requiere la maxima precision posible. Para mejorar
la calidad de las determinaciones, se coroné la cubeta de medida con un sello pléstico para
evitar derrames con todo el contenido necesario para establecer la linea de base, y después
de medida ésta, se inyectd a través del sello unos 10 pl de la solucion de la enzima con toda
la actividad necesaria para efectuar la medida con una jeringa jamilton mezclandose inme-

diatamente por inversion antes de medir la variacion de absorbancia resultante.

Determinacion de aliesterasa: La actividad aliestearasa se determiné midiendo la
velocidad de hidrélisis del p-nitrofenilbutirato. El medio de medida fue fosfato monoacido
de sodio 20 mM, pH 7.4, acetona 5%. El sustrato fue preparado en solucion acetonica 0,1
mM vy agregado al medio en el momento de medir en una proporcion de 1:100.

Se compararon el espectro diferencial del medio de reaccién con el espectro del p-
nitrofenol en el mismo medio, que resultaron ser iguales (figuras 10y 11).

La hidrélisis espontanea se midio antes de agregar el homogenado para corregir la
lectura de la actividad. Las lecturas se efectuaron a 400 nm y se determiné un coeficiente
de extincion molar de 18,6 mM" cm™. La longitud de onda dptima y el coeficiente de

extincion fueron estimados a partir de los espectros mostrados en las figuras 10y 11.
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En las condiciones establecidas la actividad del extracto de embriones demostro ser
de 4 Ul/mg de proteina con un Km de 250 puM. La concentracion de sustrato elegida
corresponde a un 80% de saturacién y no puede ser aumentada dada la baja solubilidad del
mismo. De hecho la presencia de acetona en el medio es necesaria para permitir que el

sustrato llegue a la mencionada concentracion.
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medida de actividad ali-esterasa. En el inserto, se graficé la absor-
bancia en funcion de la concentracion a 400 nm con datos toma-
dos del grafico principal.
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Figura 11: Espectro de absorbancia diferencial del medio de medi-
da de actividad ali-esterasa. Se tom6 como base el espectro del
medio al agregar el homogenato, y se barrio a los tiempos indica-
dos. En el inserto, se graficd la absorbancia en funcion del tiempo
a 400 nm con datos tomados del grafico principal.
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2.2.3 Receptor muscarinico de acetilcolina

Larvas de 20 dias de desarrollo, crecidas en soluciéon Ringer con malation 4,4 ppm y
acetona 0,4%, y sus correspondientes controles fueron lavadas con solucion de trabajo
(Tris-CIH 20 mM, pH 7.4, NaCl 0,9%), a la que se agregaron EDTA 1 mM, PMSF 5 mM y
NEM 5 mM para reducir la actividad proteolitica. Luego fueron decapitadas y, las cabezas,
sumergidas en nitrogeno liquido. Luego de descongeladas fueron homogenizadas en el
mismo medio y fraccionadas a 1000 x g durante 10 min. para separar los pigmentos, y al
sobrenadante a 20000 x g 20 min.. El sedimento asi obtenido se resuspendié en la solucion
de medida (Tris-CIH 20 mM, pH 7.4, NaCl 83 mM), conteniendo cuando se indica los
inhibidores de proteasas citados para la solucion de homogenizacion.

La unién de [P’H]QNB se determind por el método descripto por Yamamura y Snyder
(1974a) incubando una cantidad de homogenado o de fraccion de membranas conteniendo
entre 200 y 300 ug de proteinas con el radionucleido (34,7 pCi/nmol) a 37 °C durante 30
min. en solucién de medida. La reaccion de unién fue detenida centrifugando a 20000 x g
20 min.. El sedimento fue lavado dos veces con solucién de medida y luego resuspendido
en liquido de centelleo compuesto por omni fluor 4%, triton X-100 30% en tolueno,
mediante sonido de alta frecuencia. La unién inespecifica se midié en presencia de atropina

1uM. Las medidas se efectuaron en un contador de centelleo Beckman.
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2.2.4 Captacion de paration ['C]

Diez embriones en respuesta muscular, fueron incubados en 13 ml de medio Ringer
sin bicarbonato, con acetona 2,8% v/v y ol paratién 2 mg/l. A los tiempos indicados se
separaron los animales del medio y se los lavo 5 veces con 0,5 ml de solucién Ringer, jun-
tandose las aguas de lavado con el medio de incubacion. Luego se homogenizaron los
embriones en 1 ml de hexano, y se lavo el sedimento con 1 ml de hexano 3 veces. Se
juntaron las alicuotas de lavado con el extracto inicial y se llevaron a sequedad y se la
acondiciond para su cuantificacion como se indica en materiales y métodos.

El medio de incubacion y lavado de embriones se lo analizé por el procedimiento de

Thomson para cuantificar plaguicidas en medio acuoso (Thomson y col., 1977).

2.2.5 Métodos para proteinas

Determinacién de proteinas: La concentracion de proteinas se midié por el método de
Lowry (1951). En todos los casos se realizo una curva de calibracion usando albumina

sérica bovina como estandar.

Electroforesis: La electroforesis en gel de poliacrilamida se llevé a cabo por el método de

Davis (1964), usando azul de Coomasie para tefiir proteinas y o o B naftilacetato con Fast
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Blue B para revelar actividad carboxiestearasa, preincubando en este caso los geles en
solucién Tris-CIH 100 mM pH 7 durante 30 min. y dejando reaccionar el sustrato 1 hora a

30°C, en el mismo medio.

Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE): La electroforesis en
gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes se llevé a cabo por el método de

Laemmli (1970), usando azul de Coomasie para teflir proteinas.

Incorporacion de Leucina ["CJ: Los animales se expusieron a un medio experimental en
solucién Ringer, en presencia de ['*C] leucina 325 mCi/mmol. En paralelo, se dispuso de
igual cantidad de embriones procesados de la misma manera sin leucina para contar con un

control de lavado.
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Fraccionamiento en ensayos de incorporacion de marca radioactiva: En todos los
ensayos se efectuaron controles de lavado procesando embriones no expuestos al
compuesto marcado, en paralelo con los experimentales, a los que se les aplico fugazmente
el medio sobrenadante de los Gltimos para que quedaran bafiados en el medio radioactivo
para disponer de un control de lavado efectivo, como se indica en el esquema de la figura
12.

Los embriones expuestos al compuesto marcado, fueron inmovilizados a 4°C, el
medio fue retirado y conservado para exponer fugazmente a los embriones controles de
lavado. Luego fueron lavados con solucion fosfato de sodio 100 mM, pH 7,4, 3 veces y
homogenizados en homogenizador Potter en el volumen necesario para que el homogenato
resultara de 10 embriones/ml.

Se guardd parte del homogenato para analisis y 1 ml se fraccioné por centrifugacion a
20.000 x g 15 min. Se recuper6 el sobrenadante y se resuspendio el sedimento en el mismo
medio, en un volumen final igual al de partida. Luego se tomd 0,5 ml del homogenato, del
sobrenadante y del sedimento resuspendido y se los precipité con 0,5 ml de TCA 15% a
una concentracion final de 7,5%. Se separ6 por centrifugacion a 20.000 x g, 15 min., se
recuperd el sobrenadante y se resuspendio el sedimento en el mismo medio.

Los controles de lavado se procesaron de la misma forma pero antes de homogenizar-
los se los resuspendié fugazmente en el medio con marca radioactiva que fue retirado de los
embriones expuestos, del que fueron separados inmediatamente con el fin de disponer de
una medida de la cantidad de marca que llega a cada una de las fracciones a pesar del
lavado. En la practica, la exposicion de los embriones controles de lavado fue de entre 30 y

40 segundos.
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Embriones
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2.2.6 Ensayos Cinéticos

Estudio de la inactivacion in vitro de AChE: La inactivacion se realiz6 en solucion SET
conteniendo los componentes requeridos en cada ensayo, como la suspension de liposomas
de PC por ejemplo, ademas de 20 pul conteniendo 0,25 unidades internacionales de AChE
de anguila. La reaccién comenzé con el agregado de un volumen minimo de solucion
aceténica de DFP o de paraoxon de la concentracion adecuada para dar la concentracion
final indicada en cada caso, y se detuvo por el agregado de 250 nl de acetiltiocolina 375
mM, que diluye el DFP y satura de sustrato el sitio activo para reducir la velocidad de
inactivacion a valores despreciables. Luego se transfirieron 200 pl de la solucion resultante
a 0,8 ml de solucion de DTNB 0,4 mM. La concentracion de ATC utilizada es suficiente
para que los 200 pl tomados de la solucion resultante contengan la cantidad de sustrato que
requiere 1 ml de soluciéon de medida. Los dos tltimos agregados fueron realizados en
intervalos medidos, desde jeringas Hamilton, a muy corta distancia para asegurar que la
agitacion provocada mezcle completamente la solucion. Los valores de tiempo cero se
obtuvieron agregando la solucion de ATC antes que el DFP. El valor de las constantes se
determind graficamente a partir de las pendientes observadas en las representaciones del
logaritmo neperiano de la relacion v/vo vs tiempo. En todos los casos, como control, se
midié la actividad siguiendo el mismo protocolo usando acetona en lugar de la solucion del
inactivador. Tanto el sustrato como el DTNB se prepararon en solucion reguladora de

fosfato 100 mM, pH 8.
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Purificacion de fosfatidil colina: La PC se purifico a partir de lecitina de huevo por el
método de Rouser y col. (1970) usando una placa de silica gel Merck 50 g, de 1000 um de
espesor. La primera dimension se corrid usando cloroformo-metanol-amoniaco 65:25:5
como fase movil, y cloroformo-acetona-metanol-acido acético-agua 45:60:15:15:7,5 en la
segunda dimension. La placa fue revelada con vapores de iodo y la mancha de PC fue
raspada y eluida con cloroformo-metanol-acido formico 60:30:0,5. Finalmente se guardo

bajo nitrégeno a -20°C.

Preparacién de liposomas de fosfatidil colina: Los liposomas se prepararon siguiendo
la técnica de Zilversmith llevando a sequedad la cantidad apropiada de fosfatidilcolina y
redisolviéndola en éter etilico. Luego se evaporo este solvente lentamente hasta sequedad y
se repitio la operacion. A continuacion se agregd la cantidad de solucion SET necesaria
para dar la concentracidn requerida y se desplazo el oxigeno por burbujeo de nitrogeno.
Tras agitar en vortex durante 10 min. se aplicé sonido de alta frecuencia durante 30 min..
La temperatura se mantuvo en 4°C, y todo el procedimiento se llevo a cabo bajo atmosfera

de nitrégeno.
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2.2.7 Modelado de la cinética de AChE

Los modelos cinéticos fueron desarrollados considerando dos sitios de union de
acetilcolina, uno catalitico, el sitio activo (Sc) y otro inhibitorio (Si), y uno o dos sitios de
union de poliamina (B) en la molécula enzimatica (E). En el caso del modelo mixto en par-
ticular se consider6 un mecanismo en dos etapas con un estado intermediario de enzima
acetilada (E"). Di Cera y col (1996) aplicaron un esquema similar en el tratamiento cinético
de proteasas de serina bajo el supuesto de estado estacionario, pero no consideran la
posibilidad de la inhibicion por sustrato y, ademas, el modelo resultante es de una
complejidad tal que no es posible rescatar informacién util en un intento por interpretar el
mecanismo de catélisis. Por este motivo, en nuestro caso, fue necesario introducir
simplificaciones con el fin de establecer el valor de algunas de las constantes cinéticas.
Analizamos el desarrollo de este modelo en la seccion 5.1.

Se llamaron Ks, Ki y Kb a las constantes de disociacion de los complejos formados
por la unién de cada uno de dichos ligandos a la enzima libre en Sc, Si y B, respectiva-
mente. Se definieron factores de interaccion para la formacion de complejos ternarios deno-
minéandolos con letras griegas: a, By v para las interacciones Sc-Si, Sc-B y Si-B, respecti-
vamente y & para el complejo cuaternario. En el caso de la enzima acetilada, o’ y B’ para
los factores que afectan las constantes de inestabilidad en Si y B respectivamente, y ¥’ para
la interaccion Si— B en E’.

kv'y kw son las constantes de reaccion de pseudo primer orden correspondientes a los
complejos ES y E’S. a, b y ¢ son los factores que afectan la modulacion de dichas
constantes para los complejos con el sitio Si 0 B 0 ambos ocupados respectivamente en la

primer etapa. a’, b’ y ¢’ son los correspondientes factores para la segunda etapa.



-59-

En cada caso se tomd como velocidad de reaccion a la suma de velocidades de reac-
cion de la transformacion covalente a partir de cada uno de los complejos que tienen el sitio
Sc ocupado, y se consideré a las reacciones de union de sustrato o de poliamina a sus sitios
como reversibles, por lo que la concentraciéon de cada complejo se despejé de la ley de
accion de masas.

El modelo mixto introduce una complicacion adicional. La enzima se encuentra aceti-
lada o no acetilada, y en ambos casos formando varios complejos. El problema es dar cuen-
ta en la expresion cinética de la forma en que la etapa de enzima acetilada influye en la con-
centracion de cada uno de los complejos y en la velocidad de reaccion.

Asumiendo nuevamente que cada complejo se encuentra en equilibrio termodinamico

con los ligandos libres, el balance masas puede expresarse de la siguiente manera:

[E], =[E1+[ES,1+[ES,]+|ES, |+ [EB)+[EBS,]+[EBS,1+[EBS,]+[E'|+[E'S,] +[E'B] +[EBS, ]

(5], =(£] 14+ 51, 181, IS [B], (SI(B] | [SILB] [SF[B] ),
Ks Ki «aKsKi Kb PKsKb yKiKb afyd KsKiKb

cpf1e 151, 1B [SIB]
a'Ki BKb o B y'KiKb
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Suponiendo que el sistema procede en estado estacionario, la suma de reacciones de

transformaciones covalentes de ambas etapas debes ser iguales.

kvx[ES, |+ akvx [ES, |+ bkvx [EBS, |+ ckvx [EBS, ] = +kwx [E']+d kwx[E'S, ]+ b'kwx [ E B] +c'kwx[EBS, ]

kv . a b c =
[S][E]g(l +[S] K +[B] BKb HS][B]_FS’yﬁKiKb]

(B @ g B ¢
=[E ]ku.[l +[S] K] +[B] 5Kb +[S]1[B] a'ﬂ‘}f'Kbe]

A partir de esta expresion puede explicitarse facilmente el valor de concentracién de
enzima acetilada libre de ligandos ([E’]) en funcién de la concentracion de la enzima libre
([E]). La expresion resultante permite completar el balance de masa y despejar el valor de
concentracion de la enzima libre ([E]) en funcion de la concentracion de enzima total ([Er])
y usarla en la ecuacién cinética dejando asi la velocidad de reaccion en funcion de [Er], [S]
y [PA].

Las expresiones logradas son cocientes de polinomios arreglados para que el término
independiente en el denominador sea la unidad. Las mismas se indican en los resultados

junto a la explicacion de cada modelo.
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3 EFECTO DEL MALATION EN EL
DESARROLLO EMBRIONARIO DE ANFIBIOS.

3.1 INTRODUCCION

El blanco primario de accion de OPs es la enzima AChE (Main, 1984). Su funcion
es la de catalizar la hidrélisis de la acetilcolina liberada en el espacio sinaptico de sinap-
sis colinérgicas y de uniones neuromusculares. Si bien no se ha descripto en embriones
tempranos ningln sistema colinérgico completo, se ha encontrado expresion de activi-
dad AChE en embriones de equinodermos (Fluck y col., 1980) y de peces (Fluck y col.,
1978). Mas atin, antagonistas colinérgicos bloquean el desarrollo embrionario (Fluck y
col., 1980). De hecho, ambas colinesterasas se encuentran en tejidos embrionarios cuyas
células se estan reordenando. Flaugi y Raneri (1985) propusieron un modelo de control
de diferenciacion en extremidades primordiales de pollo basados en la comunicacion de
células ectodérmicas y mesinquematosas mediada por acetilcolina. Esta expresion tem-
prana de acetilcolina no fue sensible a emetina, un inhibidor de la sintesis proteica, en
peces (Ozaki, 1976), por los que se supone que la misma es de sintesis temprana y se
activa por cambios post-traduccionales.

En los primeros dias de desarrollo, los embriones de Bufo, se mantienen a expen-
sas de sus reservas, especialmente lipidicas (Rosenbaum y col., 1988). No es sorpren-
dente que las proteinas totales de los mismos disminuyan en el dicho lapso (Llamas y
col., 1985). Sin embargo, en las condiciones de trabajo, el contenido proteico de la

fraccion no sedimentable, aumenta paulatinamente (Rosenbaum y col., 1988). Esto su-
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giere que los embriones tempranos sufren importantes relocalizaciones de proteinas.
También se han reportado redistribuciones de lipidos (Pechen de D’Angelo y Bazan,
1977) y de actividades enzimaticas (Deuchard, 1966).

La exposicion prolongada a malatién no afecta el descenso de las proteinas tota-
les, pero disminuye el incremento del contenido proteico de la fraccion no sedimentabe.
Probablemente esto se deba a una interferencia en la redistribucion proteica por inacti-
vacion de algunas proteasas (Rosenbaum y col., 1988).

Las diferentes carboxiesterasas se expresan siguiendo un patréon complejo que
depende de la etapa de desarrollo y de las condiciones ambiéntales. Dicha expresion es
fuertemente afectada por la presencia de xenobidticos ya que forman parte del proceso
de induccion, y para complicar el panorama, muchas de ellas tienen una serina esencial
en el sitio activo y siguen un mecanismo de reaccion similar al de la AChE, por lo que
son sensibles a la inactivacion por organofosforados. Estas razones permiten predecir un
comportamiento complejo del patron de expresion de las distintas carboxilesterasas ante
la intoxicacion.

Por otra parte, la intoxicacién por malation afecta a todas las vias metabolicas
directa o indirectamente, entre ellas el recambio de proteinas que estd alterado por, al
menos una de las siguientes razones: disminucion de la sintesis por interferencia directa
o por caida de la disponibilidad de energia, disminucion de la degradacion de muchas
proteinas por inactivacion de proteasas dependientes de serina o aumento, al menos
relativo, de la sintesis de algunas proteinas por retroalimentacion negativa, tratando de

reponer alguna actividad, o por expresion inducida por la intoxicacion.



3.2 RESULTADOS

3.21 Captacion de paration [**C] por embriones de sapo Bufo

arenarum

El estudio de la cinética de captacion, metabolizacion y eliminacion de un toxico,
brinda informacion adicional para interpretar el riesgo de intoxicacion de una especie
ante la exposicion a un toxico.

Debido a que interaccion entre los distintos factores que deciden la sensibilidad de
un organismo a un plaguicida es muy compleja, no es posible ni conveniente el modela-
do preciso y completo del proceso que contemple todas las etapas. Sin embargo, mode-
los simples cuyo comportamiento emule la conducta del sistema real resultan de gran
utilidad. Por ejemplo, cuando la velocidad de eliminacion de un compuesto es muy baja,

el animal entero puede ser considerado como un solo compartimiento (Gillette, 1980).

Embriones en brote caudal desarrollados en medio Ringer, expuestos a
[3H]paratién 2 mg/l, captaron el 80% de la marca en una hora. La figura 14 muestra que
el organofosforado se concentra en el embrién mientras es retirado del medio. La
pérdida de marca a las 24 hs. no significa que haya disminuido la fosforilacion en la
fraccion proteica porque se utilizo paration marcado en el anillo aromatico que se separa
durante la fosforilacion. Incluso, en caso de liberarse p-nitrofenol por accién de alguna
actividad enzimatica, no puede ser distinguido del liberado por fosforilacion de una

proteina ni del paration original.
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Figura 14: Medida de la captacion de paration en embriones de Bufo arenarum,

Hensel. (o) actividad extraida de los embriones. (0) actividad recuperada en el me-
dio sobrenadante.

En las condiciones de ensayo, la captacion maxima no se alcanza hasta las 4 hs.
de exposicion, a pesar que en 60 min., los embriones concentran mas del 80% del
paration presente en el medio. Asumiendo que un embrion tiene entre 1y 2 pl, este re-
sultado implica que la concentracién interna de paration es superior a 1 g/I, mas de 500
veces la concentracion inicial de plaguicida en el medio. Resultados similares se obtu-
vieron en peces, con compuestos clorados, piretroides, fosforados y carbamatos
(Guarino y col., 1979). Este experimento pone de manifiesto la alta capacidad de los
embriones de Bufo de acumular este tipo de compuestos.

Caballero de Castro (1999) model6 la captacién y bioacumulacion de malation en
varios estadios de desarrollo de embriones de Bufo (Figura 15). El proceso es bifésico,
probablemente por haber un compartimiento lipidico, de acceso lento que disminuye su

capacidad con el desarrollo, y otro, acuoso, de acceso rapido, mas estable. De acuerdo a
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los valores obtenidos para opérculo completo la captacion llega a un 67% del valor

maximo en una hora, resultado similar al que obtuvimos con paration.
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Figura 15: Curvas de captacion de malation para los estadios de
placa neural (®), circulacion branquial (®) y opérculo completo (®).
medido por cromatografia a partir de un extracto cetonico
(Caballero de Castro, 1999).

3.2.2 Actividad de acetil, butiril y alilesterasa y el contenido de

proteinas en embriones de Bufo arenarum expuestos a

malation 44 mg/I
Las actividades enzimaticas ensayadas en los embriones expuestos a malation
decaen a menos del 25% de los valores de los correspondientes controles, en cinco dias,
siendo las aliestearasas las mas profundamente afectadas (figura 16¢). Las actividades
acetil, butiril y alietearasas aumentaron 36, 31 y 35 veces en los controles respecto de

sus valores en el oocito recién fertilizado. Las mismas actividades en los embriones ex-
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puestos a malation se mantuvieron en un valor similar al inicial a lo largo de los cinco
dias (figuras 16 y 18).

La mortalidad a las 96 hs. de exposicion a malation aumenta abruptamente a una
concentracion de 44 mg/l (Figura 17A).

El contenido de proteinas totales en la fraccion considerada sufre un descenso
sostenido respecto del de los controles a lo largo de los 4 primeros dias de vida (figura
17B). Es de destacar que los embriones controles experimentan un aumento en el

contenido proteico de dicha fraccion desde 92,15 pg/embrion, en el momento de la
fecundacion, hasta 275,5 pg/embrion en el quinto dia de desarrollo. Este incremento es

sensiblemente menor en los embriones desarrollados en medios contaminados.

A B C

Ul rmbr.] o 10
»
{Uklembe ) x 16
3

([T Ty

Aslisidad
Finlinidad
Actividad

0 H 4 s o 2 4 5 5 i 3 1 4 5 B

Tiempo (dias) Tierpe (das) Tiempa (dias)

Figura 16: Actividades enzimaticas y contenido de proteinas totales respecto del
control. A: AChE; B: BChE; B: CE..
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Figura 17: Efecto del malation 44 mg/l en los embriones de Bufo
arenarum expuestos desde la fertilizacion. A: Mortalidad a las 96
hs. B: Contenido de proteinas.
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3.2.3 Recuperacion de embriones de medios contaminados

Se estudio la evolucion de las distintas actividades enzimaticas en embriones de-
sarrollados en un medio contaminado y transferidos, después de una horas, a medio
Ringer, con el fin de evaluar la capacidad de recuperacion de los mismos tras una
exposicion a malation (figura 18).

Las actividades acetil y carboxilestearasas presentan una rapida inhibicion produ-
cida dentro de la primera hora después de la transferencia. La evolucion posterior sigue
el mismo perfil que los controles con un retraso igual a la duracion del lapso de
exposicion al plaguicida. Esto pareceria indicar que la intoxicacion se traduce, al menos
en parte, en un retraso en el desarrollo embrionario, que es coincidente con la evolucion

de los cambios morfologicos.
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Figura 18: Evolucion de las actividades AChE en
embriones expuestos permanentemente a malatiéon desde
la fertilizacion (e), y transferidos a medio libre del
mismo a las 48hs. (o), 72 hs. (o) y 120 hs, (A) de
exposicion.
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El analisis por electroforesis en gel de poliacrilamida, en presencia de dodecilsul-
fato de sodio revelado con azul de Coomasie, presenta una banda correspondiente a un
péptido de 27000 daltons en muestras provenientes de embriones expuestos al plaguici-
da desde la fertilizacion, que no se encuentra en muestras de los embriones controles sin
que se manifiesten otras diferencias significativas entre los distintos proteinogramas. La
intensidad de la citada banda aumenta progresivamente con los dias de exposicion

(figura 19).

Experimentales Controles
Dias 5 4 3 2« 1 0O 1 2 3 4 5 6 7

Figura 19: Electroforesis en gel de poliacrilamida de mues-
tras expuestas a malation 44 mg/l y sus controles. Los marca-
dores de peso molecular fueron BSA de 65000, albimina de
huevo de 45000 y citocromo C de 12500 daltons. La flecha
sefiala la banda de 27000 daltons que no aparece en los
embriones controles.
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Consistentemente con estos cambios en la actividad enzimatica se altera drastica-
mente el patron de incorporacion de aminoacidos. Ya se ha visto que el contenido de
proteinas totales es menor en embriones intoxicados que en los correspondientes
controles (figura 17b) (Rosenbaum y col., 1988).

Estudiamos entonces la incorporacion de [*C] leucina en larvas de Bufo arena-
rum, Hensel de 15 dias de desarrollo ya que en experimentos previos observamos que
en embriones tempranos no se logra una buena incorporacion de marca.

La incorporacion de ['*C] leucina es significativa recién a partir de las 2 horas de
exposicién tanto en el homogenato entero como en la fraccidon insoluble en TCA y la
marca incorporada no aumenta significativamente al menos en una semana de exposi-
cion al aminodcido marcado (figura 20).

Malation 40 mg/l interfiere significativamente en la incorporacion de ['*C] leu-
cina en larvas de sapo a las 48 hs. Los controles de lavado muestran que no hay arrastre

de marca inespecifica en el precipitado de TCA (Figuras 21 y 22).
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Figura 20: La actividad en la fraccion del homogenato insoluble
en TCA para larvas mantenidas con leucina [MC] es maxima antes
de las 6 hs. de exposicion y se mantiene en el tiempo. Las
medidas se realizaron por triplicado
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Figura 21: Cinco larvas ayunadas 24 hs en 5 ml de solucién Ringer
fueron expuestas 48 hs. a Leucina ['“C] 620 nM, 1 pCi, en presencia de
malation 25 mg/l, agregado en 25 pl de solucion acetonica. En el con-
trol se cambio la solucion acetonica por acetona. Los controles de lava-
do procesados en paralelo no contenian leucina ['“C] y fueron expuestas
a la misma fugazmente como en la experiencia anterior. Sus actividades
resultaron comparables al fondo y fueron descontados para esta
representacion.

El efecto de malation sobre la incorporacion de ['*C] leucina a las 48 hs. de ex-
posicion tiene un una concentracion de 50% de efecto de aproximadamente 5 mg/l
(figura 23), pero no parece haber una supresion total de la incorporacion por lo menos
para los valores de concentracion de malation probadas, ya que en experimentos donde

utilizamos 40 mg/1 obtuvimos un 5% de incorporacién de marca respecto del control.
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Figura 22: Autorradiografia de la membrana de nitrocelulosa proce-
dente de un SDS-PAGE realizado a partir de las mismas de las mues-
tras de la figura 21.
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Figura 23: Incorporacién de leucina [''C] en larvas de Bufo
intoxicadas con malation por 48 hs.
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3.2.4 Receptor Muscarinico de Acetilcolina

La exposicion atin a bajos niveles de organofosforados lleva a una alta concentra-
cion de acetilcolina debido a la baja actividad colinesterasa remanente (figuras 9 y 10)
(Schiller, 1979). Una de las formas de adaptacion a esta situacion es la de reducir la
sensibilidad de la membrana post sindptica a la acetilcolina reduciendo el numero de
receptores o sus afinidades por su ligando.

Intentamos medir el cambio del contenido de AChRm en embriones de Bufo
arenarum, Hensel provocado por una exposicién prolongada a dosis subagudas de
malation.

La medida directa de union de ["HJQNB en el homogenato de embriones no
puede realizarse ya que el alto contenido de pigmentos enmascara la fluorescencia del
liquido de centelleo. Las primeras determinaciones se realizaron en una fraccion sobre-
nadante de 1000 x g 10 min. con una concentracién saturante de radionucleido obtenién-
dose una unién inespecifica de 12 femtomoles/mg de proteina. La union inespecifica fue
de un 80 % de la total (dato no mostrado).

El homogenato mostr6 ser sensible al ataque proteolitico. Los mejores resultados
se obtuvieron cuando se modifico la técnica operatoria en tres aspectos. En primer
lugar, se agregé EDTA, aprotinina y NEM como inhibidores de proteasas a todas las
soluciones; en segundo lugar, se procedié a cortar la cabeza de las larvas para eliminar
la porcion intestinal de las mismas, rica en enzimas catabolicas; y por ultimo, se puso
énfasis en trabajar a bajas temperaturas de forma que las cabezas recién cortadas fueron
inmediatamente sumergidas en nitrogeno liquido y fueron mantenidas en €l hasta su
procesamiento. La medida efectuada con el material obtenido, en la forma descripta, se
muestra en las figura 24. En estas condiciones se observa unos 250 femtomoles/mg de

proteinas como maxima capacidad de union aparente de QNB. No es posible estimar, en
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estas condiciones, el valor de Kd por que el QNB ha demostrado ser saturante para el
rango de concentraciones utilizado, a pesar de lo cual, puede observarse que dicho valor
es menor que 0,5 nM. La elevada union inespecifica podria deberse a la alta
concentracion de ["H]QNB utilizada.

Dada las dificultades que presenta la obtencion del material las primeras medidas
en el rango de concentraciones apropiado se llevaron a cabo con pocos puntos experi-
mentales. Este hecho, junto con la elevada dispersion caracteristica del método condujo
a datos poco concluyentes, que, sin embargo, parecen confirmar el valor observado
anteriormente de la capacidad maxima de unir QNB y aventurar el valor de Kd en
alrededor de 100 pM (figura 25).

Utilizando 3000 cabezas de embriones controles y otras tantas experimentales se
logr6 una medida mdas precisa (figura 26). De estos resultados inferimos que la
exposiciéon de embriones a 4,4 mg/l de malation desde su fertilizacion lleva a un menor
contenido de receptor muscarinico de acetilcolina sin afectar la afinidad por el QNB con

un Kd aprox. 0,21 mM.

700 SO
600 s
500 g---

(fmol./mg pr.)
\

400 o--
300 -
200 {g-= ® =
100 - o

0 &

[*H]QNB unido

[QNB] (nM)

Figura 24: Unién de QNB tritiado a membranas de cabeza de larvas de
Bufo arenarum. Las determinaciones se llevaron a cabo como se indica
en materiales y métodos. A Union total. B Unién en presencia de
atropina. C Union especifica. Las lineas fueron ajustadas por minimos
cuadrados.
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Figura 25: Union de QNB tritiado a membranas de cabeza de larvas de
Bufo arenarum. Cada punto en la diferencia entre la marca total y la
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Figura 26: Representacion de Scatchard de la union de
[PHJQNB a membranas preparadas a partir de cabezas de
larvas expuestas desde la fecundacion a malation. (e)
Controles, (©) experimentales
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3.2.5 Efecto de la exposicion de malation en sapo adulto

Con el fin de comparar las alteraciones bioquimicas provocadas por el malation en
embriones y larvas de Bufo con sus efectos en tejidos adultos, se estudiaron las fraccio-
nes post-mitocondriales de higados y cerebro de sapos adultos sometidos a tratamiento
agudo y crénico con dicho plaguicida. El protocolo experimental y los resultados obte-
nidos se resumen en la tabla VII. Se observan fuertes inhibiciones en las tres actividades
estudiadas, siendo més pronunciada la que presentan los animales sometidos a trata-

miento agudo.

Tabla VII: Actividades enzimaticas estudiadas en la fraccion post-mitocondrial de
higado y cerebro de sapo adulto intoxicados con malation. Se traté de simular una
intoxicacion crénica mediante una inyeccion diaria de 0,5 ml de malatién de 10 mg/l y
una intoxicacién aguda mediante una unica inyeccion de malation de 50 mg/ml a razon
de 0,5 ml por cada 100 g de peso corporal. Los controles fueron tratados de igual
manera con alcohol sin mlation. Los animales fueron sacrificados 40 min. después de la
ultima aplicacién. Tanto higado como cerebro fueron inmediatamente extraidos, homo-
genizados en solucion SET y fraccionados a 20000 x g durante 20 min. Guardandose el
sobrenadante en nitrdgeno liquido hasta su procesamiento.

Organo Tratamineto Animal AChE BChE CE

(%0) (%0) (Vo)
Higado Cronico 1 6.8 10,0 23,5
Higado Cronico 2 0,0 0,0 45,5
Higado Agudo 3 0,0 0,0 11,8
Higado Agudo 4 0,0 0,0 37,1
Cerebro Cronico 1 19,0 -- 92,0
Cerebro Cronico 2 17,0 -- nd
Cerebro Agudo 3 7,2 -- 17,2
Cerebro Agudo + 6,03 - nd

Los resultados son respecto de las actividades medidas en los correspondientes
controles.
nd: no determinado
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Zimogramas revelados con o y B naftilacetato de las fracciones de higado
estudiadas presentan una banda de actividad de movilidad rcl.ativa 0.85. En algunos
casos se presenta una segunda banda de movilidad relativa 0,8 sin que esto parezca ser
efecto del malation. Estas actividades son sensibles a eserina 10 uM y a DFP 100 uM,
lo que hace pensar que se trataria de una acetilcolinesterasa de acuerdo a la clasificacion
de Holmes y Masters (1967). En todos los casos se observan bandas minoritarias de
intensidades y movilidades diversas probablemente debido a variaciones normales en la
especie (figura 27).

Muestras provenientes de cerebro presentan dos bandas de actividad carboxil-
estearasa de baja intensidad y de movilidades relativas 0,75 y 0,8 que estan disminuidas
o ausentes en los animales tratados con el insecticida.

El analisis por electroforesis de la fraccion estudiada, en presencia de dodecilsul-
fato de sodio revela, ademas de diferencias minimas, dos bandas correspondientes a
polipéptidos de 12500 y 15000 daltons, en muestras provenientes de higado, cuyas
intensidades son significativamente superiores en los animales tratados con malation
(figura 28). La fraccion sedimentada a 10000 x g 20 min. presenta las mismas bandas

pero sin diferencias entre los distintos animales (figura 29).
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Figura 27: A: Zimogramas de homogenato de higado de sapo
revelado con o naftilacetato. B) El mismo proteinograma revelado
con azul de Coomasie. Las flechas sefialan las bandas mencionadas
en el texto.

C: Control sin tratamiento

EC: Experimental crénico, EA: Experimental agudo

CC: Control créonico. CA: Control agudo.
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Figura 28: Proteinograma en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
de muestras de homogenato de higado y cerebro de sapo adulto tratado
con malation y de sus controles. Los pesos moleculares se expresan en
kilodaltons. El significado de las iniciales es el mismo de la figura 27.
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Figura 29: Proteinograma en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
de muestras de sedimento de 10000 x g preparado a partir de
homogenato de higado y cerebro de sapo adulto tratado con malation y
de sus controles. Los pesos moleculares se expresan en kilodaltons. Las
iniciales tienen el mismo significado que en la figura 27.
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3.3 DISCUSION

Los embriones de anfibios son susceptibles a la presencia de plaguicidas en su
medio de desarrollo debido a que por sus caracteristicas lipofilicas son rapidamente bio-
acumuladas como lo demuestran las captaciones de malation y paration ilustradas en las
figuras 14 y 15. Una vez incorporados pueden ser retenidos en la fraccion de las plaque-
tas vitelinas ricas en lipidos y fosfoproteinas (Caballero de Castro, 1999).

La accion del malation en los embriones de sapo se manifiesta en la reduccion sig-
nificativa de varias actividades enzimaticas por accion directa de uno de sus metabolitos
sobre estas macromoléculas, dando como resultado un fuerte desequilibrio metabolico.
Las actividades afectadas en primer lugar fueron las esterasas dependientes de serina
(Rosenbaum y col., 1988) por fosforilacion directa de las mismas por el plaguicida (Eto,
1977). Esto es coincidente con el hecho de que aplicaciones de AChE en animales de
experimentacion elevan la tolerancia a la intoxicacion por este tipo de compuestos
debido presumiblemente a que consumiria el malation en sangre antes que pueda actuar
a nivel del SNC (Yang y Dettbarn, 1998; Gupta y Dettbarn, 1993). Observamos en los
embriones controles de nuestros experimentos aumentos importantes de las actividades
acetil, butiril y carboxilestearasas que no se presentan en los ejemplares expuestos al
plaguicida, seguida de un descenso en el valor de las mismas. Observamos que cuando
se alcanza 84% de inhibicion de AChE y un 60% de BChE respecto de las
correspondientes actividades en los controles, se produce un incremento importante en
la mortalidad. Sin embargo, observaciones previas de nuestro laboratorio dan cuenta de
que inhibiciones prolongadas del 60% de actividad AChE no impiden el desarrollo

ulterior de la larva que puede sobrevivir largo tiempo (Llamas y col., 1985). Un fuerte
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descenso en las actividades mencionadas también tiene lugar en embriones
desarrollados en medio Ringer, por lo que variaciones en la actividad enzimatica
constituyen un evento normal en el desarrollo de estos animales (figura 18).

El estudio de la evolucion de las actividades consideradas en los embriones en
recuperacién en medio no contaminado parece indicar que se produjo un retraso en el
desarrollo de estos embriones durante el tiempo de exposicion al plaguicida (figura 18).

Por otra parte, se observa en estos mismos embriones expuestos al plaguicida, una
rapida inactivacion adicional de las tres actividades al ser transferidos al medio no con-
taminado que llega a ser hasta del 40%. Si bien esta alteracion esta cerca del error de
medida debido al bajo valor de las tres actividades, ha probado ser reproducible y podria
tener algun significado en el mecanismo de accion del toxico y/o del proceso de
detoxificacion.

La recuperacion de los embriones en medio libre de plaguicida puede ocurrir por
defosforilacion o nueva sintesis de la enzima. Analisis en geles de poliacrilamida tefli-
dos por histoquimica con a-naftilacetato demuestra que la exposicion a malation
44 mg/l elimina toda actividad en los geles (Caballero de Castro y col., 1991), no
pudiendo observarse reactivacion in vitro durante 24 hs. por lo que la recuperacion de la
actividad de colinesterasas depende en este sistema fundamentalmente de la sintesis de
proteinas.

La inhibicion de otras esterasas como aliestearasa resulta particularmente intere-
sante de considerar por cuanto podria estar involucrada en la hidrélisis del malation y
del malaoxén, y su pérdida dejaria al embrion sin una importante via de detoxificacion.
Aunque la actividad aliestearasa medida con p-nitrofenilbutirato, como se realiza en el
presente trabajo, no siempre refleje la actividad de las carboxiesterasas especificas de

estos xenobidticos, la mayoria de los trabajos existentes en la bibliografia se han
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realizado con extractos crudos usando sustratos inespecificos (Walker y Thompson,
1991). Se ha propuesto que las carboxiestearasas serian blancos secundarios ya que son
inhibidas por estos compuestos, y se considera que tanto la carboxilesterasa como la
acetilcolinesterasa han evolucionado de una carboxilesterasa primitiva presente
filogenéticamente en reptiles (Walker y Thompson, 1991). Estas enzimas han sido
consideradas como responsables de la resistencia a plaguicidas organofosforados, carba-
matos y piretroides en un importante nimero de insectos (Oppernooth, 1985).

También se observan alteraciones relacionadas con el contenido proteico. El
descenso relativo del contenido proteico de la fraccion estudiada parece ser conse-
cuencia de una interferencia en el mecanismo de redistribucion del material almacenado
en las plaquetas vitelinas, ya que no hemos detectado diferencias significativas en el
contenido proteico del homogenato entero tanto de embriones controles como de los
tratados, pero si en la fraccion sobrenadante a 10000 x g (figura 17b).

Otro efecto importante detectado es la aparicion en esa fraccion de un péptido de
27000 daltons (figura 19). No hemos caracterizado aun este péptido pero presumimos
que podria tratarse de una proteina inducida por el malation, involucrada en la metaboli-
zacion del mismo, pudiendo ser un componente normal de la fraccién que sedimenta a
10000 x g. que se relocalizaria por efecto del plaguicida. Otra explicacion posible es que
se trata de un péptido degradado rapidamente en las muestras de los embriones contro-
les durante la homogeizacion y el fraccionamiento. Esta ultima posibilidad supone una
menor actividad, en los embriones expuestos, de una proteasa especifica para dicho pép-
tido. Se ha informado una disminucién de la actividad de proteasas que estarfan relacio-
nadas con un mayor potencial teratogénico de los compuestos organofosforados
(Wenger, 1974), y que la inanicidén provocada por la caida de la actividad proteolitica en

ratas serfa la causa de deformaciones congénitas (Freeman y Lloyd, 1983). En cualquier
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caso, es destacable que embriones y larvas desarrollados en solucién Ringer no presen-
tan el péptido en cuestion. Es importante sefialar que la uniéon de malation a otras enzi-
mas que no condicionan la supervivencia de la larva como lipasas y proteasas puede ser
considerado un mecanismo de detoxificacion ya que reduce la disponibilidad de mala-

tidn para interactuar con el blanco primario (Rosenbaum y col., 1988).

Finalmente, también se observé una reduccion del nimero de receptores muscari-
nicos en larvas de Bufo tratadas con malation.

El receptor muscarinico de acetilcolina se encuentra distribuido en todo el reino
animal (Murray y col., 1985; Mpitsos y col., 1988), y es el principal receptor colinérgi-
co del sistema nervioso central en mamiferos, aunque también se lo encuentra a nivel
periférico (Fields y col., 1978; Honkanen y Abdel-Latif, 1988; Bylund y col., 1982).
Este receptor pertenece a una super - familia de receptores que poseen 7 pasos trans
membrana y estan asociados a proteinas G. Se incluye en esta familia a los receptores a-
drenérgicos, serotorinérgicos receptores K, rodopsina y opsina. Mediante técnicas de
biologia molecular se han podido identificar 5 sub-tipos llamados m;, m,, ms, my y ms
(Eldefrawi y col., 1971). Ha sido caracterizado en distintos tejidos de muchas especies
de insectos y animales (Holmes y Masters, 1967; Kehoe, 1972; Jones y Sumikawa,
1981; Salvaterra y Foders, 1979), principalmente por el método descripto por
Yamammura y Snyder (1974a), de unioén de quinuclidilbenzilato tritiado, que es el que
hemos usado en esta tesis. Se informan valores de Kd que oscilan entre 5 x 10 M y 1,5
x 10°M segun el origen del tejido en estudio, en nuestro caso el valor de Kd observado

fue de 2 x 1071 M.
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Se ha descripto, en retina de aves, cambios en las caracteristicas del receptor du-
rante la sinaptogénesis (Large y col, 1985) y que la capacidad de unir QNB aparece du-
rante el desarrollo embrionario, antes que el estimulo colinérgico mediado por dicho re-
ceptor, sin embargo, no se puede considerar que se halla estudiado a fondo este sistema

durante el desarrollo embrionario a pesar de estos informes.

El tratamiento de la placa neuromuscular y la sinapsis colinérgicas con organo-
fosforados como el paraoxén y el DFP aumenta la liberacion de acetilcolina lo que
produce la despolarizacion de la membrana post — sindptica. Sin embargo, a altas
concentraciones de OP Bartels y Nachamanshon (1969) han descripto que la membrana
se hiperpolariza sugiriendo una accion directa sobre la molécula del AChRn, (Bartels y
Nachmanshon, 1969). Posteriormente se demostré que ligandos colinérgicos no se
pueden unir al receptor tras una intoxicacion por OP.

La exposicion a bajos niveles de organofosforados lleva a una alta concentracion
de acetilcolina debido a la baja actividad colinesterasa (Schiller, 1979). Animales man-
tenidos en estas condiciones desarrollan tolerancia a la intoxicacion aguda por estos
plaguicidas (Rieder y col, 1952) y a agonistas colinérgicos (Mc'Phillips, 1969). Se ha
sugerido que la misma se deberia, al menos en parte, a una desensibilizacion de la mem-
brana post-sinaptica por descenso del nimero efectivo de receptores como respuesta al
excesivo estimulo colinérgico (Ehlert y col, 1980), o por accion directa del xenobiotico
sobre el receptor (Costa y Murphy, 1985). En ratas, por ejemplo, algunas zonas del
cerebro pierden capacidad de unir [’H]QNB al ser tratadas con diisopropilfluorofosfato,

auque no todas se ven afectadas (Churchill y col., 1984; Gazit y col. 1979).
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Los mecanismos conocidos para el desarrollo de tolerancia a organofosforados
son varios. Entre otros, cambios en la velocidad de detoxificacion, cambios en las carac-
teristicas estructurales de las enzimas blanco o adaptaciones a los trastornos metabolicos
producidos. La primera evidencia de una accion directa sobre el receptor fue descripta
por Volpe y col. (1985) en cerebro bovino. Se ha observado en mamiferos cambios en el
contenido de AChR muscarinico como respuesta a la intoxicacion subaguda con orga-
nofosforados (Churchill y col., 1984). Estos cambios explican el desarrollo paralelo de
tolerancia a agonistas muscarinicos, como una desensibilizacién de la membrana pos-
sindptica ante el exagerado estimulo colinérgico.

Por otro lado, es muy poco lo que se ha informado sobre este receptor en estadios
embrionarios de desarrollo, si bien experiencias de transformacion en ovocitos de
Xenopus que no poseen receptor endogeno, han permitido obtener lineas celulares que
expresan solo un subtipo de receptor (Bonner, 1989).

Otra forma de reducir la sensibilidad de la membrana a la acetilcolina, es que el
receptor sufra un cambio conformacional pasando a un estado de baja afinidad por el
neurotransmisor. Esta situacion podria darse por desensitizacion, habitual ante un esti-

mulo colinérgico sostenido, o por accion directa del xenobidtico sobre el receptor.

Los resultados obtenidos hasta este momento nos permiten adelantar que larvas
expuestas a bajos niveles de malation desde su fertilizacion poseen una cantidad de
receptores muscarinicos sumamente reducida, lo que sin duda representa un factor
importante en su adaptacion al medio contaminado. Este fendmeno no esta necesaria-
mente relacionado con un efecto directo del OP sobre el receptor muscarinico ya que los
OPs aumentan la concentracion de acetilcolina en la hendidura sindptica y una continua

activacion del receptor muscarinico estimula el “down regulation™ del mismo. Por otra
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parte, no parece haber cambios en la estructura del receptor ya que no observamos dife-
rencias en la afinidad de la acetilcolina por el mismo entre las membranas de ambos
origenes (figura 26).

Resultados similares se han obtenido en ratones con tratamientos cortos, de 18
horas aproximadamente, con DFP que produce la reduccion de la capacidad de union
maxima de [311]—N-metilescopolalnina sin afectar la afinidad por la droga (Cioggi El-
Fakahany, 1988) y con otros organofosforados tales como paraoxén (Smith y col.,
1980) y desulfotén (Costa y Murphy, 1982).

Si bien este mecanismo parece ser muy importante en el desarrollo de la toleran-
cia a OP no podemos descartar la existencia de otros sistemas de neurotransmisores in-
volucrados en el mismo proceso como ocurre en otras especies (Sivam y col., 1983). En
nuestro laboratorio, Anguiano y col. (2001) han demostrado que la importante actividad
detoxificante de las GSH-S-T constituyen también un mecanismo de tolerancia para los

embriones de anfibios.

El efecto de los insecticidas organofosforados sobre distintas actividades enzima-
ticas, particularmente esterasas, ha sido bien documentado (Moss y Deutsch, 1965).
Nuestros resultados durante el periodo embrionario y larval del sapo se ajustan a estos
informes y decidimos extender el analisis al sapo adulto para identificar la validez de
estos mismos blancos en tejidos adultos. Se observan una mayor inhibicién de las
actividades consideradas en los animales sometidos a tratamiento agudo (Tabla VII).
Durante el tratamiento cronico, seguido en este experimento, los animales son capaces
de contrarrestar el efecto de la intoxicacion, ya sea por detoxificacion o por reposicion

de las actividades afectadas. Ademas teniendo en cuenta que el malation no acttia
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directamente sino después de haber sido transformado en malaoxon, el tiempo transcu-
rrido desde la aplicacion del plaguicida en el ejemplar experimental agudo, demostro ser
suficiente como para metabolizar una cantidad de malation que alcanza a provocar el
cuadro agudo.

Las mayores inhibiciones que determinamos se presentaron en los higados si bien
el blanco principal de estos compuestos es la acetilcolinesterasa cerebral, pero la accesi-
bilidad del malaox6n formado a la enzima cerebral es sin duda mas dificultosa que a la
enzima del parénquima hepatico.

Los higados de los animales tratados con malation presentan, en la fraccion estu-
diada, un mayor contenido de polipéptidos de 12000 y 15000 daltons que los correspon-
dientes controles. Descartamos la posibilidad que se trate de proteinas inducidas por el
plaguicida porque aparecen en un periodo de tiempo muy corto en el animal sometido a
tratamiento agudo (figura 28). El andlisis por electroforesis en condiciones desnaturali-
zantes de la fraccion sedimentada durante el fraccionamiento, revela que no se trata de
un proceso de relocalizacion (figura 29). Nuevamente aqui se plantea la posible existen-
cia de una actividad proteasa especifica reducida en los animales tratados, al igual que
en las larvas, lo que impediria la degradacion rapida de los péptidos que dan origen a di-
chas bandas en los animales controles, fortaleciendo la hipotesis de su participacion en
las propiedades teratogénicas del malation. Esta posibilidad puede explicar las propieda-
des teratogénicas del insecticida de acuerdo a Wenger (1974) y a Freeman y Lloyd

(1983).

De todas formas, mas alla de los efectos especificos sobre los distintos sistemas

enzimaticos descriptos, falta establecerse cudl es el efecto que determina la sensibilidad
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al malation en los embriones de Bufo arenarum, Hensel. Hemos podido demostrar que,
sin duda, existe una relacion directa entre la inhibicién de AChE y muerte. Cuando se
alcanza el 84% de inhibicion de AChE se produce un significativo aumento de
mortalidad, lo que nos conduce a analizar los parametros cinéticos de esta enzima y sus
posibles moduladores para explicar la alta tolerancia a plaguicidas organofosforados de

la especie.
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4 ESTUDIO DE LA INACTIVACION DE
ACETILCOLINESTERASA

4.1 INTRODUCCION

Los organofosforados inactivan la enzima uniéndose covalentemente a un resto
esencial de serina, a través de un proceso que se ajusta al modelo de inactivacion en dos
etapas propuesto por Kitz y Wilson (1962). Basicamente, se trata del mecanismo similar a
la hidrolisis del sustrato natural, aplicado sobre la molécula del organofosforado, donde la
segunda etapa procede a una velocidad insignificante dejando la enzima arrestada en forma
de fosforil-enzima. De acuerdo a esto se formaria un complejo no covalente entre el
xenobiodtico y la enzima rapida y reversiblemente, que lentamente se transformaria en
complejo estable e inactivo.

El modelo propuesto por Kitz y Wilson (1962) para la inactivaciéon de enzimas por
reactivos modificadores de aminoacidos parte del supuesto que la reaccion cursa con la

formacion de un intermediario no covalente de acuerdo con el siguiente esquema:

‘
Bl e Pl B

Donde E es la enzima, I el inactivador, E.I el complejo no covalente y EI el complejo

covalente.
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Si se considera la primera etapa reversible y rapida y la segunda lenta e irreversible,
las ecuaciones que describen el modelo, que desarrollamos en la introducciéon (ver

ecuaciones 11y 12, pag 42), son las siguientes:

£, ] }
In =kobsxt 13
[[Er]—[E-I] ()
Donde:
k[1]
kobs =—
Tk, + 1] £

De manera que la reaccion es de pseudo primer orden respecto de la actividad

enzimatica. En el caso limite de una ecuacion cinética bimolecular simple, Ki —> oo,

quedando:
lim kobs = kf [I] (15)
[1]50 Ky

Reordenando la ecuacion 14 y considerando el tiempo de vida media para la actividad

enzimatica:

| kit 1
1] K2 K, o)
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Al representar graficamente la ecuacién 16 se tendrd una recta cuya ordenada al
origen es -1/Ki, y su pendiente kv/Ki. Dicha recta pasaré por el origen de coordenadas solo
cuando Ki sea infinita en el caso de una reaccion bimolecular simple (Kitz y Wilson, 1962).

La determinacion de estos parametros cinéticos no solo permitié explicar las
diferencias de Clsq observadas en diversas especies (Wang y Murphy, 1982b), sino también
algunos mecanismos de tolerancia basados en la biosintesis de acetilcolinesterasa modi-
ficada con menor afinidad por el insecticida o menor velocidad de transformacion en
complejo covalente (Oppenoorth, 1984).

Como ya dijimos, de acuerdo a este modelo, la inactivacién in vitro de la actividad
acetilcolinesterasa por compuestos organofosforados, presenta una cinética de pseudo
primer orden respecto de la actividad enzimatica, y la velocidad de inactivacion es funcion
de la afinidad del toxico por la enzima y de la velocidad de formacion del enlace covalente

responde a la siguiente ecuacion :

v = kv [Et][I]/(Ki + [1])

Donde v es la velocidad de inactivacion, kv la constante de velocidad de formacion

del enlace covalente, [Et] concentracion de enzima no modificada covalentemente, [I]
concentracion de inhibidor y Ki constante de inestabilidad del complejo no covalente.

La principal consecuencia del modelo descripto estriba en el hecho que la velocidad

de inactivacion es saturable ya que la constante de pseudo primer orden es una funcion

hiperbolica de la concentracion del organofosforado, en donde el parametro Ki es la

constante de inestabilidad de la union reversible del plaguicida al sitio activo. Precisamente,
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como ya dijimos, diferencias entre los valores de Ki en distintas especies se han
correlacionado con la diferente susceptibilidad a organofosforados (Wang y Murphy,
1982b) (Ver Tabla VI, pag. 38).

Valores de concentracion inhibitoria del 50% de la actividad (ICsg) calculados a
través de este modelo se correlacionan perfectamente con los observados experimentalmen-
te en sinaptosomas de mono, rata, pollo, peces y rana, lo que permitio explicar las diferen-
tes susceptibilidades a plaguicidas en distintas especies de ver’tebrados como consecuencia
de diversas caracteristicas estructurales de las enzimas blanco (Wang y Murphy, 1982b).
Esta variedad en los valores de ICsy habia tratado de justificarse sin €xito, en estos casos,
como diferencias en la capacidad de metabolizar el toxico y por la posible presencia de
proteinas no criticas que sirvan de blanco alternativo (Wang y Murphy, 1982a). Cabe sefia-
lar que los organofosforados son algunos de las pocas clases de productos quimicos con los
que no se puede establecer una regresion lineal interespecies para la toxicidad aguda
(Wallace, 1992).

Por otra parte, se ha observado en nuestro laboratorio que los embriones de Bufo
arenarum, Hensel son muy tolerantes a la intoxicacion aguda con plaguicidas organofosfo-
rados y organoclorados y que dicha resistencia se pierde en paralelo con las reservas lipidi-
cas durante el desarrollo (Anguiano y col., 1998; Venturino, 1998). Se ha postulado que
estos xenobidticos se disolverian en los lipidos de reserva separandose de esta forma de la
fase acuosa, quedando asi protegidos los blancos especificos de estos toxicos (Llamas y
col., 1985; Venturino y col., 1988; Caballero de Castro A., 1999). Con el fin de analizar la
posible accion protectora de los lipidos, estudiamos, en forma comparativa, la inactivacion

de una enzima purificada y la del homogenato de embriones en presencia del fosfolipido
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fosfatidil colina en el medio de reaccidon durante la inactivacion in vitro de la actividad de

AChE.

4.2 RESULTADOS

4.2.1 Inactivacion de AChE de anguila por DFP

Para realizar estos estudios es necesario disponer de una cantidad importante de
enzima purificada, por lo que se utilizd una enzima comercial, AChE de anguila, provista
por SIGMA Chemical Co. y un organofosforado modelo como el DFP que si bien no tiene
aplicacion como plaguicida, es frecuentemente utilizado en ensayos de inactivacion de
esterasas y trabajos toxicolégicos.

Frecuentemente cuando se caracteriza este sistema, se presenta una desviacion res-
pecto del modelo de Kitz y Wilson (1962) que consiste en una ordenada al origen distinta
de cero en las representaciones semi-logaritmicos de la actividad relativa a la del control en
funcion del tiempo. Esta anomalia ha sido habitualmente atribuida a la presencia de una
forma de la enzima minoritaria, pero muy reactiva, que provocaria un decaimiento bifasico
de la actividad, con una primer etapa muy rapida (Main, 1984; Wang y Murphy, 1982b).
Esta explicacion predice que la inactivacion observada a tiempo cero es independiente de la
concentracion del reactivo inactivante, tanto en el medio de reaccion, como en la cubeta de
medida, ya que la proporcion de la forma minoritaria mas reactiva de la enzima no
depende, en forma alguna, ni de la naturaleza ni de la concentracion del inactivador, ni del
protocolo utilizado. Sin embargo, en nuestros primeros trabajos encontramos que esta

“inactivacion rapida” depende mas de la magnitud de la dilucion del sistema de reaccion en
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el momento de detener la inactivacion y comenzar la medida de actividad remanente, que
de la partida de colinesterasa utilizada (datos no mostrados). Por esta razon, introdujimos
un control de tiempo cero, en el que se agregd el sustrato antes que el inactivador. La
actividad relativa a este nuevo control se ajusta bien al modelo de inactivacion de Kitz y
Wilson (1962) (Figura 30). El protocolo utilizado permite obtener muestras en un rango de
tiempo de un segundo en adelante. Sin embargo, no es posible abarcar todo el rango de
concentraciones de DFP que seria deseable por la gran velocidad de la inactivacion a [DFP]
= 1,4 mM o mayores. El valor establecido de Ki, en estas condiciones, es de 1620 £+ 150
uM y de ki es de 0,15 + 0,02 seg™.

Por otra parte, el control de tiempo cero mostré una actividad que es menor
conforme aumenta la concentracion final de DFP. De hecho, esta inhibicién a tiempo cero
resultd ser una funcion de la concentracion de DFP que recuerda a la hiperbolica (figura

31
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Figura 30: Inactivacion de AChE de anguila por DFP. El protocolo de medida
utilizado se describe en materiales y métodos.

A) kobs. vs concentracion de DFP durante la reaccion de inactivacion.

B) Representacion de tipo Scatchard.

Ese hecho no puede deberse a una inactivacion rapida porque la pérdida de
actividad a tiempo cero es solo una fraccidon discreta de la del control, a pesar de que el
DEFP, en todos los casos, alcanza para inactivar la enzima por completo.

En todos los casos, el registro de absorbancia fue lineal con el tiempo, por lo que la
inactivacion no progresa durante la medicion, que usualmente es de 3 min. aproximada-
mente. Por lo tanto, la dilucion del DFP y la presencia de acetiltiocolina son medidas
suficientes para proteger la AChE de la inactivacion. Esto significa que la pérdida de
actividad inicial es un proceso concluido al empezar a registrarse la absorbancia.

Finalmente, como ya dijimos, una explicacion basada en dos formas de la enzima,
una muy reactiva, en menor proporcion, y otra, mayoritaria, menos sensible seria suficiente

si la fraccion inactivada a tiempo cero fuera siempre la misma, pero este no es el caso.
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El fendmeno puede ser la consecuencia de una inhibicion no inactivante de la
enzima, en la cubeta de medida. En esta, como ya dijimos, la inactivacion no avanza porque
el registro de absorbancia es lineal dentro del lapso utilizado para medir la actividad. No
obstante, la actividad observada a tiempo cero de inactivacion, es menor cuanto mayor es la
concentracion remanente de DFP.

Estudiamos la posibilidad de que el fendmeno se debiera a una inhibicion reversible
y rapida, dependiente de la concentracion final del inhibidor en el medio de medida. La
inhibicion de la actividad AChE ante el agregado de DFP en la cubeta de medida es la
misma que la ejercida sobre el control de tiempo cero, en el ensayo de inactivacion. Las
diferencias observadas son compatibles con el error de medida, teniendo en cuenta que el
procedimiento en ambos casos fue significativamente diferente (figura 31). Incluso en el
hecho de que, tras la inhibicion inicial, no hay una inactivacién progresiva evidente en el
lapso en que se efectuaron las medidas hay una prueba clara que se trata de una inhibicion
rapida y réversible. Es interesante destacar que el 50% de la inhibicion reversible se logra a
[DFP] =6 uM.

Estos resultados sugieren la existencia de, al menos, un sitio de uniéon de DFP,
distintos al sitio activo, con una afinidad de aproximadamente 6 uM. Esta afinidad es
significativamente diferente al valor de Ki = 1620 uM correspondiente a la formacion del

complejo no covalente en el sitio activo (ver figuras 30 y 31).
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Figura 31: Inhibicion de AChE en la cubeta de medida por DFP.
Por un lado, se grafico la relacion entre el control de tiempo cero
y el de actividad descriptos en la figura 30. Por otra parte se
agregé a la cubeta de medida de actividad 7 pl de las soluciones
de DFP usado en el experimento de la figura 30, que es la
cantidad equivalente de solucion acetonica trasladada a la cubeta
de medida.

(*) agregado directo. (o) DFP remanente en el control durante el
ensayo de inactivacion.
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Figura 32: Representacion semilogaritmica de la inhibicion por DFP en la
cubeta de medida en presencia de sustrato. (¢) Control (m) [DFP] = 10 uM
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4.2.2 Inactivacion de la AChE de anguila por paraoxén

El DFP no es un organofosforado de uso comercial pero ha sido usado frecuentemen-
te como modelo de este tipo de compuestos. En principio, en relacion con el mecanismo
descrito en el parrafo anterior, se espera que otros organofosforados sean capaces de unirse
reversiblemente a AChE, y su presencia en muestras de tejidos de animales podrian
producir una inhibicion reversible y rapida de AChE por unién no covalente, que no seria
percibida en el andlisis debido a la dilucion practicada en la cubeta de medida. Por otro
lado, hemos demostrado previamente que el paration es incorporado por embriones de Bufo
(figura 14, pag 64).

La forma activa derivada del paration, el paraoxon, inactiva AChE de anguila si-
guiendo el modelo de inactivacion de dos etapas descripto por Kitz y Wilson (1962). La di-
lucion en el medio de medida en presencia de sustrato es suficiente para detener la inacti-
vacion de manera que no se perciben cambios en la actividad durante la medida.

Las figuras 33 (pag. 99) muestra la forma en que pierde actividad AChE de anguila
expuesta a paraoxon. El proceso parece ser bifasico, y fue bien ajustado por la funcion

siguiente

A= Ae™ + Ao (17)
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Donde A; y A, son actividades de dos formas de la enzima a tiempo cero de inactiva-
cion y k; y k> son las constantes aparentes de inactivacion de pseudo primer orden.

De la sola expresion de la funcidn ajustada surge que, a diferencia del caso de DFP,
aqui se pone de manifiesto que se trata de dos formas de la enzima que reaccionan a distinta
velocidad, o bien de, al menos dos formas de diferentes actividades especificas ubicadas
secuencialmente en el proceso de inactivacion, especialmente porque los valores de A; y A;
no dependen de la concentracion del inactivador.

Por otra parte, la forma en que k; y k; dependen de la concentracion de paraoxén
indica que la forma menos sensible de la enzima tiene un Ki mayor a 2500 mg/l (9 mM),
uno de los mas altos valores observados para paroxdn y para cualquier organofosforado
(ver tabla VI, pag. 38), y ademds, que la forma mas sensible, 32% de actividad original,
presenta una constante de pseudo primer orden que depende de la concentracion de
paraoxon de una forma que se corresponde a la ecuacion 14 (pag. 89) sumada a un término

proporcional a la concentracion misma (ecuacion 18 y figura 34, pag. 100).

(18)
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Figura 33: Evolucion de la actividad AChE de anguila inactivada por paraoxon
250 mg/l. Los puntos corresponden a datos experimentales, la linea a trazos a la
ecuacion 17 (pag. 97) ajustada y la linea continua al segundo término de la
misma ecuacion.
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El valor de Ki; parece estar entre 50 y 100 mg/I (de 180 a 360 uM), ki; 7 x 107 seg”’
04,7min" y k" 35 x 10° seg” (mg/l)"". La explicacién mas simple para este comportamien-
to es la de reacciones paralelas, donde 4;’ es una constante de pseudo primer orden, posible-
mente el resultado de otro cociente k;’;/Ki’| donde Ki’; fuera muy alto. Sin embargo, no es
la Gnica forma de interpretarlo y retomaremos la discusion mas adelante (ver discusion final
de esta tesis).

Por otra parte, la constante k> de la ecuacion 17 (pag 97) es proporcional a [I]. La
constante de proporcionalidad parece tener un valor similar al de la constante k£’ en la

ecuacion 18 (pag 98).
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Figura 34: Representacion de los valores de k; (0) y de sus dos componen-
tes, uno hiperbédlico (@) y de el otro lineal (A) de la ecuaciones 17 y 18
(pag. 97 y 98)y de las curvas que los ajustan. Los valores de &; se obtienen
por diferencia entre la pendiente al origen y los valores de k.
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4.2.3 Efecto del paraoxon sobre AChE de larvas de Bufo

El efecto de paraoxon sobre la actividad de un extracto de larvas presenta algunas
particularidades. En primer lugar, la actividad es mucho menos sensible a la inactivacion
por paraoxon que la proveniente de anguila, lo que seguramente contribuye a la baja sensi-
bilidad de la especie al plaguicida.

En segundo lugar, la dilucion en el medio de medida conteniendo sustrato no es
suficiente para detener la inactivacion, que continta en la cubeta durante el acto de la medi-
da, mostrando una pérdida de actividad que sigue una cinética de pseudo-orden uno respec-
to de la enzima. El sustrato no alcanza a competir eficazmente con el paraoxo6n diluido, atin
presente en la cubeta de medida, para evitar la union de éste al sitio activo. En estas condi-
ciones se espera que la cinética de inactivacion en la cubeta de medida sea de orden uno,
con una constante de velocidad de inactivacion que sea funcion, unicamente de las concen-
traciones de sustrato y de paraoxon remanente. En la figura 35 se muestra como cambia di-
cha constante con la concentracion de paraoxon presente en la cubeta de medida. Este grafi-
Co se obtuvo por exposicion de la enzima al p-oxén en medio de medida sin que haya habi-
do interaccion previa. Es idéntico a controles de tiempo cero en un experimento de inacti-
vacion a todos los valores de concentracion de p-oxon probados. En las condiciones de en-
sayo, el valor de la constante de reaccion, obtenida a concentracion infinita de POX, fue de
5,76 min', y el de la Ki aparente de 390 mg/l, aproximadamente (1,4 mM). La relacién

ki/Ki resulta ser de 0,015 min™ mg/I™.
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Figura 35: Valores de kobs para la inactivacion de AChE durante la
determinacion de actividad en muestras provenientes del medio de
reaccion de paraoxon y extracto de larvas, en las condiciones de medida.
Estos datos se obtuvieron a partir del registro de absorbancia en funcion
del tiempo durante la medida de actividlad AChE en presencia de
paraoxon. No se expuso la enzima al inactivador en ausencia del sustrato.
En cada caso se ajusté por minimos cuadrados, a partir del registro para
obtener cada valor de kobs.

Sorprendentemente, el valor de dicha constante de inactivacion, cambia con el tiem-
po de inactivacion previo en el medio de reaccion. La funcién es complicada, y parece tener
una ordenada al origen distinta de cero, una fase ascendente y una fase descendente. (ver
figura 36).

La ordenada al origen distinta de cero se debe a que hay inactivacion en la cubeta de
medida aunque no haya habido exposicion previa de la enzima al p-oxdn, y se justifica
porque la presencia de sustrato y la dilucion en el medio de medida no evitan la inactiva-
cion durante la determinacion de actividad. De hecho, los datos que se muestran en la
figura 35 se obtuvieron sin que hubiera inactivacion previa, por lo tanto son, en si mismos,

los valores de ordenada al origen en el tipo de representacion usado en la figura 36.
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Debido a que la fase ascendente es muy corta, solo se dispone de muy pocos datos.
Por lo tanto, no podemos caracterizarla, ni analizar el aumento del valor de la constante
observado para tiempos muy cortos de reaccion.

La fase descendente si puede caracterizarse y es bien ajustada por una exponencial.
En el marco del modelo de inactivacion descripto por la ecuaciéon 14 (pag. 89), puede
explicarse como el resultado de la disminucién de la concentracion de paraoxén en el
medio de reaccion durante la inactivacion, ya que es la (inica variable que puede modificar-
se durante esa etapa. Ademas, el tiempo de vida media para esta fase de aproximadamente
60 segundos para las dos concentraciones de p-oxén probadas sugiriendo que se producen

como una propiedad inherente al medio de reaccion
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Figura 36: Evolucién de los valores ajustados de las constantes de
decaimiento de la actividad durante la medida de la misma, en funcién del
tiempo de inactivacion previo a la medida. A: Paraoxén 0,5% en el medio
de reaccion y 3 mg/l en el medio de medida. B: Paraoxén 1% en el medio
de reaccion y 6 mg/l en el medio de medida.
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4.2.4 Proteccion de la actividad AChE por lipidos

Usando AChE de anguila y de embriones, y con liposomas de fosfatidil colina pusi-
mos a prueba, in vitro, la posibilidad de que la menor sensibilidad a la inactivacion por or-
ganofosforados, de la actividad AChE de embriones, se deba a la presencia de lipidos en los
cuales se particione el paraoxén, de manera que no quede disponible para interactuar con la
enzima. Experiencias preliminares muestran que liposomas de fosfatidilcolina 1,2 mM son

capaces de disminuir la inactivacion de acetilcolinesterasa de 6rgano eléctrico de anguila

O_.

(figura 37).
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Figura 37: Efecto de DFP 50 uM en solucién SET sobre AChE de anguila en
presencia de liposomas de PC 1,2 mM.

A: Se incubaron la enzima y el DFP durante 2 min. A los 90 seg. se agregd la
suspension de liposomas.

B: Se preincubaron los liposomas con el inactivador durante 15 min. Luego se
agrego la enzima y se dejo reaccionar durante 2 min antes de medir.

C: Se pre-incubd la enzima en la suspension de liposomas por 15 min. Luego
se agregd DFP y se dejd actuar durante 2 min.
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Figura 38: Efecto de liposomas de PC sobre la velocidad de inactivacion
de acetilcolinesterasa de anguila por DFP 50 uM.

Liposomas de una concentracion final de fofatidilcolina de 0,7 mM redujeron la velo-
cidad aparente de inactivacion en un 17% aproximadamente. (figura 38).

Por otro lado, una concentracion efectiva del organofosforado marcadamente dife-
rente a la supuesta, afectaria a la estimacion del valor aparente de Ki y no de ki, ya que esta
Gltima es una constante de velocidad de ler orden independiente de la concentracion de
inactivador y en cambio Ki es una constante de equilibrio (ver tratamiento matematico en la
discusion de este capitulo, ecuaciones 19 y 20, pag 111). En el caso de AChE de homoge-
nato de embriones, la enzima puede estar protegida del ataque de inactivadores por meca-
nismos que no involucren a la enzima directamente. La disolucién en lipidos, actividades

hidroliticas o metabdlicas, secuestro u oferta de blancos secundarios son algunos ejemplos
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de alternativas posibles. En cualquier caso, cualquiera de estas formas de proteccion debe-

ria ser también efectiva para proteger una enzima exdgena mas sensible.

Como ya dijimos, AChE de sobrenadante de 10000 x g de embriones de Bufo es
mucho menos sensible que la enzima de anguila en las mismas condiciones al igual que la
enzima de larvas (seccion 4.2.3). La exposicion del extracto de embriones a paraoxén 500
mg/1 dej6 un 80 % de actividad remanente, mientras que solo quedo un 15 % de la actividad
inicial en el caso de la enzima de anguila por exposicion a 50 mg/l. (dato no mostrado).

Estudiamos la velocidad de inactivacion de AChE de anguila y de embriones por

separado y mezcladas (ver Tabla VIII).

Tabla VIII: Actividad antes y después de exponer a paraoxo6n, 200
mg/l, por 2 min AChE de anguila y de embriones de Bufo por
separado y mezcladas. Los resultados se expresan en Ul/ml + DS.

Fuente de la actividad T (min.)

0 2
AChE de Anguila 362,5 + 11 0
Extracto de embriones 7,72+£0,3 6,0+0,3
Mezcla 3515+ 11 6,4+0,3

1 : . -
"I Tiempo de reaccién

El andlisis de la inactivacion de AChE de anguila y de embriones por separado y en
una mezcla muestra que el homogenato de embriones no es capaz de proteger la actividad
proveniente de anguila en las condiciones del ensayo (tabla VIII). Si la proteccién por lipi-
dos se debe a que el toxico se disuelve en los mismos, y reduce asi significativamente su

concentracion en la fase acuosa, entonces, los lipidos involucrados en dicha proteccion no
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se encuentran en esta fraccion ya que, de acuerdo a la ecuacion 19 (pag. 111), deberian
haber protegido también a la colinesterasa de anguila. Sin embargo, la proteccion por
lipidos también puede deberse a una accién directa de los mismos sobre la enzima anclada
en la membrana, los que es compatible con el hecho de que esté protegida solo la
colinesterasa de embriones y no la de anguila. Entonces, si bien estos resultados no son
concluyentes, indican que en los embriones la actividad AChE no es protegida por los
lipidos, o el mecanismo de proteccion no es unicamente el primero de los descriptos, o los
lipidos involucrados en la proteccion estan en la fraccion sedimentada a 10000 x g, que
incluye la fraccion rica en plaquetas vitelinas, la que posee un 60% de los lipidos del
embrion (Pechen de D’ Angelo y col., 1974).

En cualquier caso, la enzima de embriones es, en si misma, menos sensible a
organofosforados que la de otras especies, lo que contribuye a justificar, al menos
parcialmente, una parte de la mayor tolerancia a estos compuestos que la especie tiene en
comparacion con otras. El ensayo de proteccion in vifro con la fraccion de plaquetas
vitelinas de embriones ricas en lipidos fue imposible de realizar por las caracteristicas de
esta fraccion que posee un alto contenido en pigmentos que enmascaran la reaccioén con el
DTNB del grupo tilo liberado en la reaccion enzimatica interfiriendo con la determinacion

de actividad ChE.
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4.3. DISCUSION

El DFP esta descrito como un inactivador potente e irreversible de AChE. La cons-
tante de reactivacion para AChE humana y del cerdo de Guinea inactivada con DFP es no
detectable (Wilson y col., 1992). Sin embargo, no se describe a DFP como inhibidor rever-
sible, no covalente.

Nuestros resultados muestran que hay, en colinesterasa de anguila, al menos un sitio
de unién reversible para DFP diferente al sitio activo cuya presencia ha pasado inadvertida
dado, que la gran dilucion de la muestra en el medio de medida para los protocolos usuales
de determinacion de actividad AChE, es suficiente para revertirla por completo.

Desde el punto de vista basico, este hecho pone de manifiesto aspectos estructurales y
de la mecanica de interaccion entre DFP y la enzima no descriptos todavia.

En cuanto al aspecto analitico, es posible que, en aquellos casos en que se presenta,
esta propiedad lleve a subestimar el grado de inhibicion de AChE en una muestra biologica,
y alcanza por si sola a justificar la inhibicién a tiempo cero, que observan algunos autores,

en experimentos de inactivacion (Main, 1984; Wang y Murphy, 1982b).

Finalmente, de acuerdo a los valores observados, a 150 uM DFP, AChE estaria un
90 % inhibida, pero la velocidad de inactivacion seria solo el 5% de la maxima, como no es
seguro que en condiciones fisioldgicas ocurra lo mismo, ni que se presente el mismo efecto
en colinesterasas de otros origenes, la incertidumbre en el grado de inhibicion, puede ser

uno de los factores que contribuyan a la falta de correlacion, que a veces se ve, entre el
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grado de inhibicién de la actividad AChE vy los efectos observados, ya que no tiene porque

presentarse para otros organofosforados, ni para AChE de otros origenes.

Paraoxén no presenta el mismo fenémeno de inhibicion reversible. De acuerdo a
estos resultados, la preparacion de AChE de anguila muestra sub-poblaciones de distinta
sensibilidad frente a la inactivacion por paraoxén. Mas atn, la expresion 12, que describe la
forma en que la constante especifica de velocidad de inactivacion de la forma mas sensible
cambia con la concentracién de paraoxén, tiene dos términos, que ponen de manifiesto que
esta sub-poblacion esta compuesta por dos formas de la enzima. Esto no implica necesaria-
mente que se trata de colinesterasas diferentes. Puede deberse a asociaciones distintas o a

entornos diferentes.

Con respecto al efecto de paraoxén sobre la AChE de larvas, si bien es conocido
que las enzimas poseen propiedades especificas de acuerdo a su origen, es sorprendente la
falta de proteccion por sustrato en el caso de la inactivacion de AChE de larvas de Bufo en
comparacién con la enzima de anguila. Esto puede deberse a una mayor afinidad por el
inactivador en el primer caso que en el segundo. Mas sorprendente ain, es el hecho de que
la velocidad de decaimiento de la actividad en la cubeta de medida, tenga una constante
especifica que, a su vez, decaiga con el tiempo de exposicion de la enzima a paraoxén en el
medio de reaccion. Pero lo mas llamativo, es que esto ocurra con un tiempo de vida media
independiente de la concentracion de paraoxon en dicho medio.

La forma mas simple de explicar esto es que el paraoxén es consumido durante la
etapa de inactivacion de AChE. Para que esta sea una explicacion consistente, como el

descenso de kobs se ajusta bien a una exponencial descendente, es necesario que dicho des-
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censo de concentracion sea de orden uno, y que la kobs sea proporcional a la concentracion
final de paraoxdn. Para que se cumpla la primera condicion, debe haber una actividad para-
oxonasa, en el medio de reaccion, para la que la concentracién de paraoxdn este muy por
debajo del valor de Km aparente en las condiciones de dicho medio, para que el descenso
de su concentracion sea de orden uno, o bien que el paraoxdn esté pasando a otro comparti-
miento con una velocidad de retorno despreciable, como podria ser el caso de un secuestro
por lipidos. La segunda de estas dos condiciones esta asegurada por el hecho de que la con-
centracion final de paraoxon en el medio de medida es de 3 y 6 mg/l, 0,75 y 1,5 % del valor
de Ki (figura 35, pag. 102). La posibilidad de que se trate de una descomposicion quimica
no catalizada en las condiciones del ensayo, queda descartada porque la misma reaccion no
tiene lugar cuando se realiza el mismo experimento con AChE de anguila. Ademas, es muy
significativo que en las dos concentraciones ensayadas, el valor de la constante de
decaimiento haya resultado ser la misma, a pesar de que la concentracion final de paraoxo6n

sea en un caso el doble de la otra.

La acetilcolinesterasa es una proteina de membrana cuya actividad se ve notable-
mente afectada por el entorno anfifilico en que se encuentra. Lipidos polares, cationes,
detergentes, o proteinas hidrofobicas pueden alterar su actividad, su estabilidad, y su sensi-
bilidad a la inactivacion por plaguicidas. Resultados preliminares nos revelan que liposo-
mas de fosfatidilcolina brindan cierta proteccion a la actividad acetilcolinesterasa ante la
inactivacion por DFP, usando enzima de érgano eléctrico de anguila (figura 38, pag. 105).

Nuestros resultados indican que la inactivacion transcurre en dos etapas, con un
intermedio no covalente de muy corta vida media, de aproximadamente medio segundo

(figura 30, pag. 94).
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Si la concentracion del plaguicida en medio acuoso es una fraccion “f” de la aparente
debido a la presencia de micelas lipidicas ([I] = f x [I]ap.), la constante aparente de pseudo

primer orden, como se la muestra en la ecuacion 14 (pag. 89), se modifica quedando:

k _ kv)( f)( []]ap
 Ki+ fx[1],
kv x [[]ap
Kb = Ki (19)

7,

Lamentablemente, no podemos determinar el valor exacto de Ki para analizar si se
modifica en presencia de lipidos, sin embargo trabajando a concentraciones de inhibidor

mucho menores que Ki como es nuestro caso, kobs resulta ser proporcional a “f

lim(k,,) k11,
7], >0 K

!

(20)

Hemos observado que liposomas de fosfatidil colina brindan una proteccion limitada
a la actividad AChE de Torpedo (figura 37, pag. 104) ante la inactivacion por DFP.

Finalmente, debemos concluir que el sobrenadante post mitocondrial de 10000 x g
obtenido de embriones Bufo arenarum Hensel, cuyo contenido lipidico es de aproximada-
mente 6 mM/mg de proteina (Pechen de D’Angelo y col., 1974), es incapaz de proveer pro-

teccion a la enzima de 6rgano eléctrico de Torpedo.
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La razon de la elevada tolerancia de esta especie ante la intoxicacion por organofos-
forados puede residir en el alto valor de Ki de su AChE ante los mismos. Sin embargo, no
podemos descartar a priori que in vivo los lipidos de los embriones absorban al plaguicida
dismiunyendo su concentracion efectiva en el medio interno, y que los lipidos en el sobre-
nadante de 10000 x g tengan un efecto similar brindando una proteccion extra a AChE. Sin
embargo, esto no puedo ser demostrado para los lipidos del sobrenadante de 10000 x g de
acuerdo a los resultados mostrados en la tabla VIII (pag. 106) de la experiencia in vitro. Sin
embargo, debe sefialarse también, el alto contenido lipidico de las plaquetas vitelinas que
no estan presentes en el sobrenadante de 10000 x g, pero que es in vivo un importante bioa-
cumulador de organofosforados. En trabajos previos, Caballero de Castro (1999) demostr6
que malation [“C] es incorporado en un 45 a 55% en esta fraccion dependiendo del tiempo
de incubacion del plaguicida. En esta fraccion subcelular se recuperd el 60% de los fosfoli-
pidos totales del embridn y el 80% de las proteinas (Pechen de D’Angelo y col., 1974 ), por
lo que la participacion de esta organela en la detoxifcacion por secuestro del compuesto
debe ser considerada.

El conocimiento de los factores que afectan la sensibilidad in vitro de AChE a orga-
nofosforados en diferentes especies es importante para decidir cuan adecuado puede ser una
especie como bio monitor. En este caso en particular, la alta tolerancia de los embriones y

larvas de Bufo arenarum Hensel no permiten considerarlo como biomonitor sensible.
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5 MODELO TEORICO DE LA CINETIQA DE
ACETILCOLINESTERA Y SU REGULACION POR
POLIAMINAS

5.1 INTRODUCCION

Dado que se ha reportado que AChE es modulada también por poliaminas
(Kossorotow, 1974), y que en nuestro laboratorio, se ha demostrado que Spm, Spd y en
menor medida Put, potencian la toxicidad de malatién en embriones de anfibios llegando
Spd 0,2 mM y Put 1 mM a reducir la dosis letal 50 del malation a la mitad (Venturino y
col., 1992), estudiamos y modelamos la modulacion de AChE de anguila por poliaminas
para disponer de un instrumento para interpretar las alteraciones del comportamiento
cinético de la enzima frente a las alteraciones impuestas por plaguicidas.

Las poliaminas son policationes derivadas del metabolismo de aminodcidos y se en-
cuentran en el citoplasma tanto de procariotes como de eucariotes. Intervienen en la regula-
cion de la replicacion, de la expresion y de la sintesis proteica. Interaccionan facilmente con
macromoléculas de carga negativa como 4cidos nucleicos, polipéptidos y hasta con mem-
branas fosfolipidicas. Spm, Spd y Put son tres ejemplos de esta familia de compuestos que

se ilustran en la figura 39.



w1

H2N — CH2— CH2 — CH2 —NH — CH2 — CH2 — CH2 — CH2 —NH — CH2— CH2 — CH2 —NH2 Spm

HzN — CH2 — CH2 — CH2 —NH — CH2 — CH2 — CH2 — CH2 —NH:z Spd

HoN— CH2 — CH2— CH2 — CH2 —NH2

Put

Figura 39: Estructura de las tres poliaminas mencionadas en el texto

La modulacién por poliaminas resulta en un desplazamiento de la curva hacia la
derecha y ligeramente hacia arriba, en la representacion semi-logaritmica de la velocidad de
reaccion catalizada en funcion de la concentracion de sustrato, resultando en un efecto inhi-
bitorio a baja concentracion y activador a concentraciones relativamente altas de sustrato y
nuevamente inhibitorio a concentraciones extremas del mismo. Asi, a primera vista, las po-
liaminas parecen afectar la cinética de AChE diminuyendo la afinidad del sustrato para
ambos sitios de unién, aumentando ligeramente el valor de Vmax y transformando en total
a la inhibicion por sustrato. El efecto es mas importante cuanto mas grande es la poliamina,

siendo muy pequefio para Put y mas importante para Spm.
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La caracteristica cinética mas destacable de AChE es la inhibicion parcial por sustra-

to. Las expresiones matematicas derivadas de los diversos modelos propuestos a lo largo de

varios afios son del tipo

i=1
b param = n. (21)

m

> o[sy

j=0

donde Qp=1.

Resulta interesante establecer algunas caracteristicas de esta funcioén, como sus valo-

res limites y la pendiente al origen.

imv="1[s
Ly 0, ] (22)

sy B
Hm 7 ols1™ o, 3)
fmyv="F/Cysin=m 24)

Sin<m Jimv=0.

V=pon

Nunca se presentd un modelo en que n>m.
La expresion matematica del modelo cinético de Wilson y Cabib (1956) para AChE

descripto en la introduccion tiene gran aceptacion. De €l se desprende una constante
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cinética aparente asimilable al nimero de recambio en una enzima de cinética Micaleana a

la que llamo kcat (ver ecuacion 6, pag. 36).

ks,
———|E,|S
a[P]: (k3+kz)[ TI ] k= kyk, -
ot ks(k-1+k2)+[s] o (ky + k) (23)
ki (ks + k)

No sorprende que la expresion corresponda a una hipérbola equilatera pues el modelo
no contempla en su expresion formal la inhibicion por sustrato. El propio Wilson aplica una
correccion arbitraria para compensar los efectos de la inhibicion por sustrato (Wilson y
Cabib, 1956). La expresion, en términos de la ecuacion 21 (pag. 115)esn=1ym=1y no

logra ajustarse a los resultados experimentales.

Los modelos mas elaborados encontrados en la bibliografia llegan a expresiones ma-

tematicas en las que n y m tienen un valor de 2.

Main y Rush en 1980, estudiaron la hidrdlisis de esteres de colina por carboxiestera-
sas de higado de conejo oligoméricas y monoméricas. Contemplaron un modelo en dos eta-
pas con interaccion entre sitios, pero lo simplifican en un modelo de una sola etapa cataliti-
ca, o segunda etapa rapida, para el andlisis cinético de esterasas en la hidrolisis de ésteres

de colina (figura 40) (Main y Rush, 1980).
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Ks keat
E+S E§ —» E+ P
+ +
S S
Kims K'ms
K's
SE+S SEg NG i p

Figura 40: Modelo presentado por Main y Rush.

El modelo matematico asociado a este esquema es el siguiente

Vmax[a[s/l};, ms Tt 1]

L Ks S Ks (26)
14 <+ ——+
[S] K'ms Kms
Reordenando
Vmax [S]+ aVmax [—S.]z"
V= Ks Ks K msz“ (2?)
1+ [L + _}_J[S‘] + ﬁ
Ks Kms KsK'ms

El supuesto mas importante es que la etapa limitante de la reaccién sea la primera.
Por eso no aparecen constantes relacionadas con la segunda etapa que no existe en el marco

de este modelo.
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Radic y col. (1993) han considerado una inhibicion parcial por sustrato en un modelo
cinético de una sola etapa sin interaccion entre sitios, para el analisis estructural de AChE,
utilizando colinesterasas con mutaciones puntuales. Este modelo no contempla la existencia
de una forma acetilada de la enzima ni una segunda etapa.

En el mismo trabajo los autores presentan otro modelo para interpretar el efecto de
inhibidores de colinesterasa, con un sitio para el modulador sin restricciones en la interac-
cion del mismo con el sitio activo, y sin sitio inhibitorio para sustrato, que tampoco tiene en
cuenta la segunda etapa del proceso (Figura 41B, pag 120).

En el primer caso, el modelo matemético derivado, segin los autores, en términos del
tratamiento de estado estacionario de Brigs Haldane (Radic y col., 1993), donde Km y la
constante de inhibicién Kss estan en términos de Michaelis Menten, no brinda un resultado
adecuado por que existe una evidente actividad remante en la enzima saturada de sustrato

unido a ambos sitios. El andlisis del esquema mostrado en la figura 41 A es el siguiente

b|IS|/

e I+ [',;]KSS Vmax (28)

1418)/ 1+ Kmg

’ / K [S ]

Reordenando:

Vmax [s]+ b Vr_’;‘_?q;.c (ST
o Km T KmKi -

[S]z (

I (le i 1Kf)[S]+ KmKi
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Las exigencias mas importantes de este modelo son, que no haya interaccion entre si-
tios, es decir que la afinidad de cada sitio no dependa en absoluto de la presencia del sustra-
to en el otro, y que la primer etapa sea la limitante del proceso. La expresion 29 es muy si-
milar a la ecuacion 27 (pag. 117) obtenida a partir de Main y Rush (1980) por que dicho
modelo cinético solo se distingue de este, ademés de una diferencia en la nomenclatura, en
que este exige que no haya ninguna interaccion entre sitios. Por lo que, en este caso, no
aparecen diferencias entre las afinidades por el sitio inhibitorio en los términos de primer y

segundo grado en el denominador.

El modelo usado por Radic y col. (1993) para interpretar la accion de moduladores, si
bien no es explicitamente desarrollada por los autores, tiene la siguiente expresion matema-

tica.

- Km
v_1+ﬂ+ﬂ+m (30)

Km Ki aKmKi

Esta ecuacion es una hipérbola equilatera donde la Vmax y Km aparentes son:

Vmax ap=——T Kmap=Km—[7£|— 31
i
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El modelo, tal como est4 presentado, tiene un valor de velocidad independiente de [I]
para [S] = -oKm, 0 sea que una vez ajustado a los datos experimentales, necesariamente las
curvas obtenidas van a coincidir en dicho punto, que se pone de manifiesto en la representa-
cion doble reciproca.

Las imposiciones mas importantes en este caso son que no haya inhibicion por sustra-
to y que la inhibicidn sea estrictamente no competitiva, es decir que la afinidad del inhibi-
dor sea la misma para la enzima libre que para el complejo ESc y que el complejo enzima —
inhibidor no tenga nada de actividad y, nuevamente, que la primer etapa sea la que limita la

velocidad de reaccion.

A keat

E +
S S
Kss Kss
b kecat

BB+ sm——=2 BE§ ~——%: 3E&P

B keat
E+S ES — E+ P
+ +
| |
K1 aKi
IE+S =——————= I[ES

Figura 41: Modelos cinéticos utilizados por Radic y col. (1993) en
el andlisis de las propiedades cinéticas de AChE con una o mas mu-
taciones puntuales. A: Esquema utilizado para el andlisis de la inhi-
bicion por sustrato. B: Esquema utilizado para el analisis del efecto
de inhibidores.

Las constantes faltantes estan ausentes en el trabajo original.
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Pese a las diferencias entre las dos propuestas anteriores, las expresiones 27 y 28
(pag. 117 y 118) son de grado 2 en el numerador y denominador y proporcionan un buen
ajuste a los datos experimentales, no asi la expresion 30 (pag. 119) que es de grado 1 en el
numerador. Como en casos similares, los autores proponen trabajar a baja concentracion de

sustrato para evitar la influencia de la inhibicion por el mismo.

También hay propuestas para analizar el sistema bajo los términos de Brigs Haldane.
Por ejemplo, Hofer y Fingeli (1981) llevaron a cabo uno de los primeros intentos de
modelar la cinética de acetilcolinesterasa completa, incluyendo la marcada inhibicion por
sustrato, en un intento por lograr un modelo que describiera todas las propiedades cinéticas
de AChE a partir del supuesto de estado estacionario. Propusieron en varios esquemas de
reaccion, de los cuales, uno de los mas elaborados, que llamaron “mecanismo 2”, supone
una inhibicién parcial por sustrato por unién del mismo a la enzima acetilada (figura 42), en
acuerdo con la idea general de inhibicion por sustrato por interferencia estérica de la etapa

de hidrolisis.

SE'
k.J ko ll k-4
Ac- 4
S
+
ki k3
E+S= - ES 8w -

k-1
Figura 42: Esquema del mecanismo 2 de Hofer y Fingeli (1981). La inhibi-
cidon por sustrato se produce por unién del sustrato a la enzima acetilada
Gnicamente, como parte y se constituye como fuente de aporte de sustrato
para el sitio activo.
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La ecuacion resultante es la siguiente:

P’+—P1-L§J
y= K,
- Km |S
1+Q+E§+%%
Donde
k2k3 = . E
V_k2+k3 [ T]_kcar [ T]
ok, th)
ky(k, +ky)
0 k -k, ks

- k1 ‘(kz +k3)'(k—4 +k5)

Reordenando la ecuacion 32

v v, 5
(1+0)Km bl (1+ Q)KmKi Is]

S I G

0+ 0)km 1+ Q)kmKi

(32)

Vi = ‘[ET]:kcaH'[ET]

Kl: (kE +k3)-(k—4 +k5)
(k2+k3)'k4

(33)
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Estos autores también analizaron la posibilidad de la union del sustrato a un sitio inhi-
bitorio especifico, para todos los estados posibles del sitio activo, tanto libre, como unido a
sustrato o acetilado, sobre la base de propuestas anteriores, que sugieren una interaccion si-
nérgica entre ambos sitos para sustrato. En principio, el esquema presentado en la figura 43
le asigna las mismas constantes, directa e inversa, a la union del sustrato al sitio inhibitorio
para los tres complejos en juego. No obstante esta restriccion, al momento de modelar el
sistema, consideran que el sitio inhibitorio solo puede ocuparse a partir de la enzima libre.

Las ecuaciones resultantes son las siguientes.

Ch*

E Az ES —-Z» EAC%D E+Ac+HT

b T

(S)E (S)EST(S)EAC 7» (SE + Ac+ H

Cht H20

Figura 43: Esquema de mecanismo 3 del Hofer y Fingeli (1981). La unién
del sustrato se produce a la enzima libre, al complejo enzima-sustrato y a
la enzima acetilada. Pero, a los efectos de facilitar el analisis, se supone
que dicho intercambio se produce solo para la enzima con el sitio catalitico
libre.

K
Vi 4 Vg nl

m2

13+K K+ Ko +ﬁKﬁ [S]

[s] K.,
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Donde
_ky(k, +ky) 7 e ky(k_g + k)
ml — m2
k,(k, + k) 2 ko (k, + k)
kyk k. k k
szk- : [ET] Vy=—"— [Er] Ky=—
5+ k3 k7 b o kS k._4
La ecuacion paramétrica correspondiente es la siguiente
C, +C,|[S]
=—c (34)
1+—=+C,|S
[S] 4[ ]
C >
sk IS
" & G
y reordenando = (35)
e [ghﬂ[s]z

2} 3

Aunque los autores ajustaron por minimos cuadrados los coeficientes de la ecuacion
resultante (35), expresamente indican que no intentaron obtener informacion sobre las cons-
tantes cinéticas, por la gran complejidad del modelo en comparacion con el del mecanismo
2. Si bien este analisis es mas riguroso que en los casos anteriores, por no suponer un esta-
do de equilibrio y no ignorar la inhibicion por sustrato, se pre-asignan valores de cero para

las constantes de unién de sustrato al sitio Si en los complejos ES y E’, y para las de sus co-
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rrespondientes reacciones inversas para simplificar el analisis y aun asi la complejidad final

impide su uso en trabajos cinéticos (ver figura 43, pag. 123).

Taylor y Radic (1994) sefialan que la inhibicion por sustrato es una cuestion no re-
suelta porque los estudios cinéticos no distinguen entre las etapas de acilacion y deacila-
cién, presentan un esquema muy genérico, al que llaman esquema 3, y mostramos en la
figura 44, pero lo usan con fines ilustrativos y solo resuelven para casos particulares donde
se asume que la primer etapa catalitica es la limitante de la velocidad de reaccion, y no de-
sarrollan el analisis matematico del esquema completo.

En todos los casos en que se usa el modelo de tipo micaleano, los autores aclaran que
para establecer el valor de los parametros del modelo se debe trabajar a baja concentracion
de sustrato en la esperanza de que, en esas condiciones, la inhibicion por sustrato sea des-
preciable, y asi poder utilizar los métodos convencionales de linealizacion para estimar los
valores de dichos pardmetros como son el Km aparente y la constante de catalisis kcat.

(Nachmansohn y Wilson, 1951; Rosenberry, 1975; Radic y col., 1993).

%ES—-L 7 E+Ac+HT

S H20
k-i - ’]

(S)E (S)Esﬁ»(S)EAc (S)E + Ac + HY
H20

Figura 44: Modelo presenlado por Taylor y Radic (1994). Difiere del
“esquema 3” de Hofer y Fingeli (1981) en que no impone ninglin tipo de
restriccion en el acceso del sustrato a los sitios de union libres. Este modelo
es mostrado con fines ilustrativos y se indica que el mismo no ha podido ser
resuelto.
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Di Cera y col. (1996) desarrollaron el mismo modelo para esterasas en general,
moduladas por un ligando “L” pero sin inhibicién por sustrato. Sin embargo, la ecuacion
paramétrica resultante es compleja y no es posible establecer el valor de las constantes a
partir del valor ajustado de los parametros. Los propios autores reconocen que carece de
cualquier utilidad practica.

Concretamente aplican el algoritmo de King-Altman que se basa en obtener las
expresiones que corresponden a la concentracion de cada uno de los complejos enzimaticos
involucrados, como una relacion entre una suma de términos relacionados con flujos par-
ciales, que incluyan al complejo en cuestion, dentro del esquema de reaccion y la suma de
todos los términos correspondientes a todos los caminos de reaccion abiertos posibles den-
tro del mismo esquema. Para este caso se trata de mas de cien términos diferentes que son
el producto de cinco constantes cada uno y las concentraciones de el sustrato y el ligando.

La ecuacion resultante es la siguiente.

Ao
—

g+ AlL]+ 4P _Grallds ol vl
“~ B+ BLI B[L 4+ A[L]+ LT

_ D, + D[]+ DL} + DJi} B +E[L+ E[LP + E[LP

£ B, +B|[L]+B,[L] 4 B, +B/[L]+ B,[L]
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Todos los coeficientes son Ai, Bi, Ci, Di y Ei son el resultado de la suma de varios

términos, que a su vez son el producto de varias de las constantes cinéticas del modelo.

Reordenando la expresion 36:

aS 182
st [S st
7 Ise 1]

La expresion 37 es mas restringida que la 21 para n = m = 2, porque impone la igual-
dad de ambos coeficientes de grado 2. En realidad, este sistema es mas simple que el de co-
linesterasa porque no incluye inhibicion por sustrato. Para convertirlo, bastaria con sustituir
[L] por [S]. Pero esto saca del escenario una de las variables independientes, dejando dos
polinomios de grado cinco, uno en el numerador y el otro en el denominador. Esto dificulta
aun mas la posibilidad de rescatar informacion sobre del valor de las constantes cinéticas a
partir de un ajuste a datos experimentales.

Claramente, la complejidad del sistema hace que carezca de utilidad en cualquier es-

fuerzo para interpretar el funcionamiento enzimatico.
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5.1.1 MODELOS

Intentamos analizar nuestros resultados mediante un modelo que fuera capaz de ab-
sorber todas las alternativas previstas para acetilcolinesterasa. Analizamos varias alternati-
vas para interpretar el comportamiento cinético de esta enzima, y su modulacion por polia-
minas, partiendo de la base de que hay una union rapida de sustrato y ligandos en estado de
equilibrio, seguida de la primera etapa de catalisis, en principio, limitante de la velocidad
de reaccion. Suponemos un sitio catalitico y un sitio inhibitorio para el sustrato y al menos
un sitio union para el ligando. Ademas, suponemos una libre interaccion entre sitios, cuya
magnitud queda definida por el ajuste del modelo a los datos experimentales. Cada uno de
ellos arroja una ecuacion paramétrica diferente que describe la cinética de la enzima con di-
ferente eficiencia (Figuras 45 — 47, pag 130, 131 y 135).

Llamamos “2D” a un modelo que no incluye moduladores distintos al propio sustrato.
Sirve de base para todos los modelos propuestos. Sus caracteristicas principales se indican
en la figura 45 (pag. 130).

El modelo “3D” supone la union de dos moléculas de sustrato y una de ligando a la
enzima (figura 45 y 46), y “4D” a otro parecido que supone la union de una segunda molé-
cula del ligando modulador (figura 47). La razon para estos nombres es.que si se asigna una
dimension para cada reaccion de union, el primer modelo puede ser integramente represen-
tado en dos dimensiones, el segundo necesita tres y el tercero requiere un espacio de cuatro
dimensiones para ser representado por completo (ver figuras 45 — 47).

Teniendo en cuenta que la enzima atraviesa por dos estados, y que cada uno de ellos
es la base para cada una de las etapas de catalisis, también analizamos la posibilidad de a-

plicar un modelo ping-pong, asumiendo una interaccion libre y rapida del sustrato por am-
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bos sitios, salvo el catalitico en el caso de la forma acetilada, y del modulador por un solo
sitio. Lamentablemente no es posible obtener informacion de un planteo como este.

Por Gltimo, el modelo mixto, que desarrollamos exhaustivamente mas adelante, supo-
ne los dos sitios de union para sustrato y uno para el modulador, todos ellos de acceso libre,
para los que, las reacciones de unidn, tienen lugar en equilibrio termodindmico. El proceso
tiene lugar en dos etapas de catalisis consecutivas para las que es valido asumir que se en-
cuentra en estado estacionario pocos instantes después de iniciada la reaccion. Para la for-
ma acetilada, también supusimos que el sitio inhibitorio de sustrato y el del modulador inte-
raccionan libremente y en equilibrio termodindmico con sus respectivos ligandos (figura
48, pag. 137).

En ninguno de estos casos fueron pre-impuestos valores definidos a la interaccion

entre sitios, ni valores determinados a las constantes de velocidad de catalisis.

Modelo 2D: El caso mas simple que analizamos es el representado en la figura 45. En base
al mismo, a las concentraciones de los distintos complejos a partir de la ley de accion de
masas, al balance de masa de la enzima y tomando como la velocidad de reacciéon v = kv

[ES] + a kv [SES], se llega a la siguiente expresion 38 y tabla IX (pag. 131).

__rlsl nlst
1+ 0, [S]+Q2 [S]2

(38)
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Asumimos una libre interaccion del sustrato con un sitio catalitico (Sc¢) y otro inhibi-

torio (Si).

aKs kv
SE + S = = SES i
J |

Ki oKi

/ /
S S
+ Ks + kv
E + S = -~ ES

Figura 45: Modelo 2D. Modelo cinético de la interaccion de
AChE con su sustrato. La enzima tiene dos sitios de unién de
sustrato de intercambio rapido. Uno de ellos es el sitio activo.
Cualquier complejo que tenga el sitio activo ocupado puede
producir la reaccion y rendir los productos finales.

E representa la enzima libre, ES al complejo enzima-sustrato
formado con el sitio Sc ocupado, “SE” corresponde a complejo
con el sitio inhibitorio ocupado y “SES” con ambos sitios
ocupados.

Ks y Ki son las constantes de inestabilidad de los complejos ES
y SE respectivamente. aKs y oKi son las los valores de las
constantes de inestabilidad de la reaccion de union de S a los
sitios Sc y Si, cuando el otro sitio se encuentra ocupado. “o” es
la constante de interaccion entre sitios. “kv” es la constante de
velocidad de reaccion de transformacion covalente del complejo
ES y akv es la del complejo SES. “a” es las relacion entre las
constantes correspondientes a ambas vias.
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Tabla IX: Equivalencia entre los coeficientes de la ecuacion 38
(pag. 129) y las constantes del modelo 2D.

Q=1
P, = Vmax/Ks Q: = 1/Ks + 1/Ki
P, = P; a/(aKi) Q; = 1/(aKsKi)

Modelo 3D: Para modelar el efecto de poliaminas suponemos una libre interaccion de las
mismas con cada uno de los complejos del modelo 2D y la posibilidad que cada uno de los
complejos que tienen el sitio Sc ocupado puedan reaccionar rindiendo productos finales.

Los detalles del modelo se indican en la figura 46.

chv
BSE + S= apOKs ~ BSES -3
1
yKl/ Byax/ /
SE + 8 = aks - SES ary -
il .
1 yKi ayoKi
A ’ |
Ki | aKi
. S S
' + i
I bkv
I BE +S = BRs = BES >
I K% b o /
Y _
r _ > B
5 -+ -

Figura 46: Modelo 3D. Basicamente es el modelo 2D igual al de la figura an-
terior, con un sitio de unidn para poliaminas. En color se indican las reaccio-
nes en comun con el modelo 2D. La letra “B” representa a la poliamina ya sea
libre o formando parte un complejo. “Kb™ es la constante de inestabilidad del
complejo poliamina-AChE. “B”, “y” y “8” tienen significado analogo al de

“o” en la figura 45. “b” y “c” tienen significado analogo a “a” en la misma
figura.
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En base al esquema de la figura 46 y procediendo de la misma forma que para el mo-

delo 2D usando como ecuacion de velocidad a
v=kv ES+akvSES+b kv BES + ¢ kv BSES

se llega a la siguiente expresion:

P,S+P,SB+P,,S*+ P, S’B
y=
Q().n + QU,!B + QI,_OS & QI,!SB + Q2,082 e QZ,]SZB

(39)

Los significados de los pardmetro se indican en la tabla X.

Tabla X: Equivalencia entre los coeficientes de la ecuacion 39
y las constantes del modelo 3D.

Qoo =1
Qo. = 1/Kb
P o= Vmax/Ks Q0= 1/Ks + 1/Ki
P, =P, b/BKiKb Qi1 = 1/BKsKb + 1/yKiKb
P,y = P; a/aKi Qa0 = 1/oKsKi
P2, = P, c/oBySKiKb Qa1 = 1/afydKsKiKb

Al igual que el modelo de Wilson y Cabib (1965), el coeficiente P; es Vmax/Ks, sin
embargo en aquel no existen los términos que incluyan Kb y Q; en aquel, es 1/Ks(1+k;/k),
pero en los modelos 2D y 3D la segunda etapa es mucho mas rapida que la primera,

entonces, k> >> k; y asumiendo esto Gltimo, Q; queda igual a 1/Ks. Es decir que los
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modelos 2D y 3D no contemplan en Q1 a la segunda etapa, y el modelo de Wilson no tiene
en cuenta la inhibicién por sustrato.

Respecto del modelo de Main y Rush (1980), la ecuacion de velocidad es la misma,
teniendo en cuenta que estos autores no incluyen moduladores, llaman “Kms” a “Ki” y “a"
a la constante “a”, y no contemplan interaccion entre sitios, es decir que para ellos o = I.
Este altimo punto en particular, hace al modelo presentado por estos autores como un caso
particular del 2D.

Por otra parte, el primero de los modelos usados por Radic y col. (1993), es parecido
al presentado precedentemente, pero a la constante que nosotros llamamos “a” ellos la
llaman “b”, “Kss” a “Ki” y “Km™ a “Ks” y, como no consideran interaccién entre sitios,
“o” igual a 1.

Finalmente, en el segundo modelo usado por estos autores, llaman “Ki” a lo que
llamamos “Kb”. Salvando estas diferencias de nomenclatura, este modelo es un caso parti-
cular del modelo 3D en el que a = 0 y Ki, Kss para Radic y col. (1993), es infinito. Asi
queda el numerador de orden 1.

Queda demostrado que los modelos analizados de la bibliografia son casos particula-

res del modelo 3D, en los que se han pre-impuesto distintas condiciones.
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Modelo 4D: Como se indica mas adelante, el modelo 3D no explica satisfactoriamente
todas las observaciones realizadas. Desarrollamos una alternativa con dos sitios de union
para poliaminas al que llamamos modelo 4D ya que para representarlo completamente
usando una dimensién espacial para cada ligando dicha representacion tiene 4 dimensiones.
La ecuacion paramétrica (ecuacion 40 y tabla XI, pag 132) se obtiene de la misma forma
que la anterior agregando las concentraciones de los complejos con dos moléculas de
poliamina unidas y sitio catalitico ocupado, multiplicados por kv y su correspondiente

constante de proporcionalidad.

- P,S+P,,S*+P,SB+P,S’B+P,,SB* +P,,S’B’ (40)
Qoo +Q[,‘]B+QD‘2B2 +0,,S +Q|’|SB+QL2SBE + Q?,OSE +QE‘]SEB+Q2_ESzB2

V

Tabla XI: Equivalencia entre los coeficientes de la ecuacion 40 y las constan-
tes del modelo 4D.

Quo=1
Qo1 = /Kb + 1/Kg
Qo2 = 1/pKbKg

Py o = Vmax/Ks Q0= l/Ks + 1/Ki

P, =P, (b/BKb + d/eKg) Qy, = 1/pKsKb + 1/yKiKb + 1/1KiKg + 1/eKsKg
P> = P, fipepdp Kb Kg Q- = 1/BeppKsKbKg + 1/ytprnKiKbKg

P, = P, a/aKsKi Q.0 = l/aKsKi

P,, = P, (c/apydKiKb + e/oetuKiKg) Q. = VofydKsKiKb + 1/aetuKsKiKg
P, =P, g/opydepptnpoKiKbKg Q. = lapydepdtnpoKsKiKbKg
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Figura 47: Modelo 4D. La enzima tiene dos sitios de union de sustrato de intercam-
bio rapido. Uno de ellos es el sitio activo. Ademads, cuenta con dos sitios de union
para poliaminas. Cualquier complejo que tenga el sitio activo ocupado puede pro-
ducir la reaccion y rendir los productos finales. En color se indican las reacciones
en comun con el modelo 2D. El significado de las constantes de equilibrio, constan-
tes de interaccion representadas con letras griegas y las constantes de proporcionali-
dad entre velocidades especificas de velocidad de reaccion representadas con letras
latinas minusculas, es anélogo al asignado en las figuras 45 y 46.
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El modelo 3D es un caso particular de este, donde Kg es infinitoy a’, b’ ¢’,a’, b’y g’
no existen y los términos que los tienen son nulos, por lo que valen las mismas considera-

ciones hacia los modelos presentados en la introduccion.

MODELO PING-PONG: Los dos ultimos modelos probados se ajustan mas a la idea de
mecanismo de reaccion en dos etapas. Especialmente el modelo de tipo ping-pong debido a
que la enzima cambia de la forma acetilada a la no acetilada, después de reaccionar con la
acetilcolina y con el agua respectivamente. Sin embargo, como uno de los sustratos es el
agua, y no es posible alterar su concentracion sin cambiar drasticamente las condiciones del

medio, resulta imposible ajustar todos los parametros, por lo que lo desechamos.

MODELQO MIXTO: Por este motivo, parece mas adecuado centrarse en el modelo “mixto”
para profundizar el estudio, ya que el mismo contiene todos los elementos generalmente
aceptados para el mecanismo de accién de AChE, como son la reaccion en dos etapas,
intermediario acetilado, inhibicion por sustrato y modulacion alostérica por otros ligandos y
se distingue del ping-pong en que la molécula de agua actta sobre la enzima acetilada en
una etapa, sin unirse primero en forma no covalente. Como ya dijimos, Taylor y Radic
(1994) describen un modelo similar, mas completo, en el que todas las interacciones se
consideran en estado estacionario, incluso la formacién de los complejos enzima-sustrato
ESc y ESi y el complejo ternario ES,, pero solo para un andlisis cualitativo.

Resolver este modelo requiere aplicar el concepto de estado estacionario para estable-
cer la cantidad de enzima que se encuentra acetilada, 0 mas precisamente, para poner dicha

cantidad en funcién de la cantidad de enzima total y de la concentracion del sustrato y del
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modulador. Hecho esto, y considerando todas las especies quimicas en juego, se llega a la

siguiente ecuacion paramétrica, por un procedimiento similar a los casos anteriores.

Mm

2 .
f .F
> 7, [s][8]
_ =l j=0
VR @1)
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¢ kw
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i
*er’/’ Bvaky’ ‘ pYK /
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i BE + S L. BES gy » BE
L K/ I BKE//’ B'I\%
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Figura 48: Modelo Mixto. La enzima tiene dos sitios de union de sustrato de
intercambio rapido. Uno de ellos es el sitio activo. Ademas, cuenta con un sitio
de unién para poliaminas. Cualquier complejo que tenga el sitio activo ocupado
puede producir la reaccion y liberar tiocolina, o colina, quedando la enzima
acetilada. El significado de las distintas constantes es similar al asignado en la
figura 45, salvo que las constantes de proporcionalidad entre velocidades
especificas de velocidad de reaccién de la segunda etapa, a’, b’ y ¢’ refieren a
la descomposicion de la enzima acetilada con los sitios Si y B libres, kw. En
color se indican las reacciones en comn con el modelo 2D.
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Esta expresion difiere de las de los modelos anteriores en el hecho de ser de grado 3
para el sustrato y grado 2 para la poliamina, tanto en el numerador como en el denomina-
dor. El significado de cada coeficiente, para este modelo puede obtenerse a partir de las ta-
blas XIV, XV y XVI (pag. 145-147), y los discutiremos en la parte de resultados. En este
caso, pueden hacerse reducciones al modelo 3D si se le impone que Akw >>> kv, pero no
puede hacerse lo mismo con el modelo 4D porque este supone un segundo sitio de union
para poliaminas.

Tanto las expresiones de estos parametros, como las de los coeficientes se muestran

en las tablas XV y X VI respectivamente (pag. 146 y 147).

Algunas propiedades interesantes de esta funcion son las siguientes

[{zmov =P, [9] La pendiente al origen en ausencia de poliaminas es P1g.  (42)
B0

lim v = Tras el ajuste tanto P3¢ como Q3 resultaron distintos a cero.  (43)
R» 27 3.0
lim v = —2 Tras el ajuste P31, P32 y Q32 resultaron ser cero. (44)

m:: 0,
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5.2 RESULTADOS

En primer lugar estudiamos la bondad de ajuste de distintos modelos derivados de la
expresion 21 (pag. 115). Encontramos que la expresion mas simple que ajusta con
eficiencia es la que corresponde a n =2 y m = 2. Formas mas simples comon =1y m =2
no logran buenos ajustes bajo ninguno de los criterios de calidad de ajuste utilizados
(Figura 49 y Tabla XII). Por otro lado, valores para n y m superiores a 3, no mejoran la

calidad del ajuste bajo ninguno de los criterios ensayados.

Tabla XII: Ajustes hechos a los modelos paramétricos probados. Las ecuaciones
paramétricas fueron ajustadas para seis experimentos independientes por métodos no
lineales (Venturino, 1990). Se compararon los ajustes mediante tres criterios, suma de
cuadrados residuales (RSS), desviacién estandar residual (RSD) y el criterio de ajuste
de Akaike (1973) (AIC). Se subrayaron los valores correspondientes a los mejores
ajustes en cada experimento, de acuerdo a los criterios RSD y AIC.

Modelo Criterio Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp.5 Exp.6
(a)

N m
RSS 1930 9983 326.1 11,64 508.3 2237

. RSD 310 500 6.83 1,21 7,55 5.29

3 3 AIC 72.52 104,09 87.33 46,37 97,71 87,73
RSS 8470 12329 359,7 11,47 467.5 226.1
RSD 53,1 49.7 6.71 L13 121 301

2 3 AlC 82,35 104.20 86.51 44.16 96,06 85,89
RSS 8970 12498 703.0 1325 537.5 326,1
RSD 47,4 456 8,84 115 7,33 5,71

2 2 AIC 80.81 102.33 93,22 46,18 96.02 89,02
RSS 15500 26150 12851 684.6 4670 4489
RSD 55,7 61.1 35.85 7.89 20,60 20,20

I 2 AIC 83,19 107,72 129,00 97.40 124 28 1237
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Figura 49: Resultados de seis determinaciones independientes de
la cinética completa de acetilcolinesterasa. Datos experimenta-
les, y curvas ajustadas a partir de modelos paramétricos deriva-
dos de la ecuacion 21 (pag. 115). A: paran=3 y m=3 (+-+), n=2
y m=3 (- ), =2 y m=2 (——) y finalmente n=1 y m=2 (——).
B: Errores residuales relativos para cada modelo paramétrico.
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5.21 MODELO 3D

Este modelo contempla la inhibicién por sustrato y un sitio de unién para PA. Un
problema que presenta es el de que tomando los coeficientes como pardmetros de ajuste, se
cuenta con 9 parametros ajustados y hay 11 constantes que despejar. Sin embargo, ya ha
sido estimada la Vmax a partir de la extrapolacion, en un grafico de Eadie Hofstee, de la
tangente a la curva cuando la concentracion de sustrato tiende a cero. Este procedimiento
asume que en estas condiciones la inhibicién por sustrato no debe influir en el valor
observado de Vmax, supuesto que requiere un analisis mas profundo que haremos mas
adelante. En base a esta consideracion, llegamos a obtener valores para casi todas las
constantes que se muestran en la tabla XIII.

Tras el ajuste por minimos cuadrados se despejaron las constantes cinéticas y se llegd

a los siguientes valores.

Tabla XIII: Resultado del ajuste de los coeficientes del modelo 3D a los resulta-
dos experimentales

Spm Spd Put
Parametro medida + DS medida + DS medida + DS medida + DS
Ks (uM) 39 + 18
Ki (uM) 453 + 120
o 943 + 1,76
kv
a 0,17 + 0,03
Kb (uM) 44.5 + 6.40 132 + 40 408 + 170
B 7.96 + 1.69 6,87 + 0,71 3,14 + 048
b 1.20 + 0.01 1,37 £+ 0,13 1,14 + 0,09
¥o 3,39 +092 4,89 + 3.51 2,76 + 0,04
c 0 0 0

Los valores de las constantes que dependen de poliaminas se obtuvieron a partir de dos experimentos
independientes. Los valores de las constantes que no dependen de poliaminas se obtuvieron a partir
de seis experimentos independientes, que fueron los controles del anteriores.

DS: desvio estandar.
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Otro problema asociado a este modelo es que arroja una ecuacion paramétrica que
predice que existen hasta cuatro valores de concentracion de sustrato a las que la velocidad
de reaccion catalizada no depende de la concentracion del modulador. Una de ellas es para
[S] =0, otra es evidente en el graficos de la figura 50 y la tercera se encuentra por encima
de 100 mM de ATC. Esto no es lo que se observa al graficar los resultados donde se per-
cibe, no solo que las curvas tienen puntos de paso obligados, sino que alrededor de ellos
presentan mucho sesgo (ver figura 50). Esto justificé que se lo descarte y se realice median-

te un modelo mas complejo.

3%

300

250

200 -

(mUA/min.)

150 -

Velocidad

100

Figura 50: Solucion encontrada con el modelo 3D para la modulacion de
AChE por Espermina utilizando la ecuacion 39 (pag. 132). Los valores de

concentracion de Spm en unidades mM son 0: —4_—_, 0.039: —A—,
0.078: —a—, 0.156 —e—0.313: —x—, 0.625: —0—, 1.25: —A—, 2.5
—{3—, 5.0; —O—,

?
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5.2.2 MODELO 4D

El ajuste logrado en este caso, es mejor que el logrado con el modelo 3D, no presenta
los puntos de paso obligados, aunque nuevamente se llega a tener mas constantes que para-
metros de ajuste, 19 y 14 respectivamente, por lo que quedan mas constantes sin resolver

que en el anterior.

(mUA/min;

Velocidad

0,001 0,01 0,1 1 10 100
[ATC] (m)

Figura 51: Solucién encontrada con el modelo 4D para la modulacion de
AChE por Espermina. Los valores de concentracion de Spm. Los valores
de concentracion de Spm y significado de simbolos y colores son los
mismos de la figura 50.
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5.2.3 MODELO MIXTO

Ninguno de los modelos anteriores consideran la presencia de la enzima acetilada y
por lo tanto no la contemplan, ni como estado alternativo de la enzima, ni como posible eta-
pa limitante de la reaccion, o sea que tacitamente le impone la condicion de limitante a la
primer etapa.

Este modelo fue desarrollado para tener en cuenta la forma acetilada de la enzima, su
contribucion a velocidad de reaccion y su posible interaccion con el sustrato y posibles mo-
duladores. El resultado fue un modelo que responde a todos los detalles conocidos de la
enzima, incluyendo reaccion en dos etapas, libre acceso de los moduladores a sus sitios de
union e interaccion entre sitios de union libre de restricciones.

Sin embargo, aun persiste la falta de independencia de los coeficientes P;; y Q;;. Los
métodos de ajuste por minimos cuadrados estan validados para parametros independientes,
y claramente ninguno de los modelos presentados, ni propios, ni de otros autores, cumplen
esta condicion. Sin embargo, es posible agrupar las constantes en los coeficientes de la
expresion 41 (pag. 137). de manera de lograr expresiones independientes, que pueden ser
usadas como parametros de ajuste (Ver tablas XV y XVI, pag. 146 y 147).

Esta definicion de los parametros de ajuste, puede ser observada por carecer de
significado fisico, ya que los mismos, ni son coeficientes en la expresion de velocidad, ni
constantes definidas en el modelo cinético. Sin embargo, pese a su definicion abstracta,
estos parametros tienen significado termodinamico.

Se considera al cociente &v/Km como una medida de eficiencia catalitica de la enzima
y permite estimar el cambio de energia libre entre el estado basal y el complejo activado

(Ag” = -RTIn(kv Et/Km/A)). Para el caso del modelo mixto, dicha Ag” puede calcularse
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para cada una de las vias de reaccion que dependen de los complejos que tienen el sitio
catalitico ocupado, ES, SES, BES, BSES, E’, SE’, BE’ y BSE’, como el cociente entre la
constante de velocidad de transformacion covalente, y la de inestabilidad correspondientes
al complejo respectivo (ver tabla XIV). En el caso de la etapa de hidrolisis, se asume que el
agua reacciona directamente sin unirse a la enzima un tiempo suficiente como para
considerarselo relevante para el andlisis cinético, por lo que no se define una constante de
inestabilidad de un complejo no covalente E’-H,O, y kw es de orden 2 a diferencia de kv

que es de orden 1.

Tabla XIV: Constantes aparentes de velocidad de reaccion para
cada una de las vias de reaccion involucradas en el modelo

mixto.
k'ps = kv/Ks K'p = kw
k’sps = a kv/(o Ks Ki) k'spr= a’ kwi(o Ki)
K'sgs = b kv/(B Ks Kb) s = b kw/(B> Kb)

k’psps = ¢ kv/(afyd Ks Ki Kb) k'pser = ¢ kw/(a’B’y” Ki Kb)

Ahora bien, como se indica en la tabla XV, los pardmetros desde I, hasta I; son co-
cientes entre las constantes pseudo segundo orden representadas en la tabla XIV. A partir
de ellos es posible calcular directamente los valores de la diferencia en los Ag” de reaccion
entre la via considerada y la no modulada, a lo que llamamos AAg”. Los parametros del Io

en adelante son constantes de afinidad global, excepto el Ijo e I;¢ que son sumas de dos
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constantes de afinidad. I, es la constante de pseudo primer orden para la reaccion simple

para la primer etapa

E+S > ES > Productos

Finalmente Ig es la relacion entre la Gltima y su homdloga correspondiente a la segun-

da etapa.

Tabla XV: Definicion de los parametros de ajuste en funcion de las constantes
del modelo cinético.

Parametro Definicion Significado fisico
de ajuste
I, Et &v/Ks Cte. de ler orden por via de el complejo ES = K’'gg Ep
I, a/ (oKi) Relacion k’spo'k "5
I a’/ (o’Ki) Relacion k’sp/k 5
Ly b/ (BKb) Relacion & ’geslk ks
Is b’/ (’Kb) Relacion k’gp kg
Ig ¢/ (afydKiKb) Relacion k gspo'k i
I; ¢’/ (B v’ KiKb) Relacion k’gerfk s
Ig kv/ (kwKs) Relacion k'go/k g
Iy 1/ (aKsKi) Constante de estabilidad del complejo SES
Lo 1/Ks + 1/Ki Suma de las Kaf de los complejos ES y SE
I 1/ (e’Ki) Constante de estabilidad del complejo SE’
Ii5 1/Kb Constante de estabilidad del complejo BE
L5 1/ (B’Kb) Constante de estabilidad del complejo BE’
Ly 1/ (afydKsKiKb) Constante de estabilidad del complejo BSES
Iis 1/ (o’ B*y’KiKb) Constante de estabilidad del complejo BSE’
Lis 1/ (BKsKb) + 1/ (yKiKb) ~ Suma de las Kaf de los complejos BES y BSE

Los coeficientes de la ecuacién 41(pag. 137) quedan definidos como se indica en la tabla XVI.
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Tabla XVI: Coeficientes de la ecuacion paramétrica 41 (pag. 137)
en funcion de los pardmetros de ajuste.

Qoo-1

Qo= Ist)2

Qo= L5l
S Qi 0- IiHs+o
Py 1= Ti(Ists) Q1= Ll (T4 3) e
Py Lilals Q1 2= LlglysH+Is1iet 02
Pso- Li(Ix+]5) Qy0- Ll HIg(I+L )+l
Py - L(LIs+LL+HgH,) - Qg = Ialis+IsTotTaT o HIg(Ial i+ Laly g ths) g
Py 1 (Il +sle) Qa2= Lshiy# 1L et Ig(I4ly sHgly5)
P3o- L1115 Qs 0= LIl +151g
P - [i(IaI7+1516) Q5= L+ IoH (] s+6lh0)
Pya-Lilgly Qs 2= IglglystI71h4

Tras el ajuste por minimos cuadrados de los dieciséis parametros de ajuste, tres de
ellos presentaron valores compatibles con cero: Ig, I7 € 1;4. Los dos primeros son la relacion
entre las constantes k'psgs ¥ k'gs, Y k'gser ¥ kg, correspondientes a las vias de reaccion a
través de los complejos EBScSi y E’BSi. El altimo, es la constante de afinidad global para
el complejo cuaternario EBScSi. Se ajustaron entonces, modelos en los que se restringio a
cero sucesivamente los valores de dichos parametros. Primero I = 0 o sea de 15 parame-
tros. Luego, 14 = 0, que implica I¢ = 0 de 14 parametros. Y finalmente Is =17 = I;4 = 0 de
13 parametros. En todos los casos se verifico la calidad del ajuste y se adopt6 el Giltimo para
estimar los 13 restantes parametros de ajuste (Tabla XVIII, pag. 150).

Es interesante destacar que el modelo 3D es un caso particular de este donde a’/a” =0
de manera que I3 = 0, kw >> kv de forma que kv/kw =~ 0 y entonces I =0, b’/B’ = 0 o sea I5
=0y ¢’ =0 para que I; = 0. Tras los ajustes realizados, la ultima es la tnica de estas condi-

ciones que se cumple y por lo tanto este modelo abarca y supera a todos los mencionados
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en la introduccion de este capitulo a los que puede ser reducido el modelo 3D (Ver tablas X

y XVI, pag, 132 y 147).

Algunos de los parametros son independientes de PA por lo que proporcionan infor-
macion acerca de la cinética de la enzima y de la interaccion del sustrato en ambos sitios de
union. Por ejemplo, las constantes de afinidad global para los complejos EScSi y E’Si son
5.6 mM™ y 1,8 mM™! respectivamente. De la misma forma, los valores de algunas de las
constantes cinéticas pueden derivarse directamente a partir de los valores ajustados de los
parametros.

Kb = 1/I}; = 0,05, 0,25 y 0,95 mM para Spm, Spd y Put.

a’=15/1,,=0,38

b’ =1Is/1}3= 1,44, 0,89 y 0,80 mM para Spm, Spd y Put..

¢’ = 1';”15 =0

Establecer el valor del resto de las constantes, al igual que los casos precedentes, re-
quiere mas informacion que la que surge del ajuste, ya que se dispone del valor de 16 para-
metros para estimar 18 constantes. Aceptando que se trata de una primera aproximacion, to-
mamos el valor de Ks a partir de la pendiente de la representacion de Eadie Hofstee, cuan-
do [S] tiende a cero, y corrigiendo por la influencia de la inhibicién por sustrato como se
describe mas adelante (ver pag. 154 — 159 y fig 52).

La concentracion total de sitios activos fue estimada a partir de la actividad especifica
informada por el proveedor y a la velocidad obtenida en el maximo relativo a una concen-
tracion de sustrato de 1 mM . La constante de pseudo segundo orden kv/Ks, calculada a par-

tir de I; y la concentracion estimada de sitios cataliticos (Et), es de 3,2 x 10" mM'min™.
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Por este procedimiento establecimos valores de kv y kw en 2,23 x 10% y 2,45 x 10° min™,
respectivamente (tabla XIX, pag. 151).
Establecido estos valores, pueden derivarse los valores de casi todas las demas cons-

tantes de la forma mostrada en al tabla XVII, y cuyos valores se muestran en la tabla XIX.

Tabla XVII: Calculo de las constantes cinéticas del modelo mixto a partir de
los valores de los parametros de ajuste. Las formulas fueron deducidas a
partir de las expresiones de la tabla XV (pag. 146).

a) Constantes independientes de otros datos.

Kb = 1”12 al =. 131{1”
B = Lo/l b' = Is/lj3
v = I Lafls ¢ = I/I;s

b) Constantes dependientes de Ks o Vmax, y de Et.

Ks : Pendiente corregida de Eadie - a = (Iip— 1/Ks)/(Iy Ks)
Hofstee
Vmax = I; Ks o = (I Ks—1)/(I;; Ks)
= (I;o— 1/Ks)/ I}
Ki = 1/(I,0— 1/Ks)
Kv = I, Ks/[Eq] a = I/(Iy Ks)
Kw = 1I/(Ig [E1]) ¢ = Ig/(l;4 Ks)

¢) Constantes no despejables, aunque dependientes entre si.

= v/ (yLigKs- I3 (110 Ks-1)) Byd = Io I12/114

=
|

= BI[Q (KS Im—l)}"(B KS]15—[]2) bf[_)) = Iy/1i;

-
|
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Tabla XVIII: Valor obtenido por ajuste no lineal de los parametros de ajuste indepen-
dientes del modelo mixto de reaccion de hidrolisis de acetil-tiocolina catalizada por
acetilcolinesterasa de anguila.

Los parametros definidos en la tabla XV (pag. 146) fueron ajustados a resultados
obtenidos de 12 experimentos independientes sin moduladores y 4 con cada una de
las poliaminas. El error estindar de las medias fue calculado entre experimentos. Los
resultados que presentan un valor de p < 0,05 son significativamente diferentes a
cero estimada mediante la prueba t de Students.

El parametro I, esta referido al numero total de sitios calculado por el método usado

por Salih y col. (1993). I, I7 e I14 fueron considerados iguales a cero y fueron ajusta-
dos los trece parametros restantes.

Parametro independiente dependiente de
de PA PA
(units) Spm Spd Put
media = DE media = DE media + DE media + DE
L/Er (mM'min™")  (3.21+£0.49) x10’
p<0.0005
I, (mM™) 0.043 £0.011
p<0.0025
I; (mM™) 0.446 + 0.147
p<0.01
I, (mM™) 2.64+0.92 0.980 £ 0.256 0.333+0.113
p<0.05 p<0.025 p<0.05
Is (mM™) 225 + 80 12.7+5.6 1.08 + 0.46
p<0.05 p<0.05 p<0.05
I (mM™) -0.024+ 0.020 -0.001 = 0.001 -0.220 +0.175
NS NS NS
I; (mM?) -0.228+0.116  -0.013+£0.732 -0.051 + 0.042
NS NS NS
Is (mM™) 13.1£4.5
p<0.01
Io (mM™) 5.60 +1.30
p=0.001
Lo (mM™) 19.0 +3.1
p<0.001
I, (mM™) 1.17 £ 0.28
p<0.0025
I, (mM™) 19.9 £ 6.0 4.05+1.20 1.05 + 0.40
p=<0.02 p<0.025 p=0.05
I; (mM™) 161 + 61 143+5.9 1.35+0.01
p=<0.05 p<=0.03 p=<0.0025
I; (mM™) -1.46 + 1.99 -0.701 + 0.552 -0.197 £ 0.62
NS NS NS
I;s (mM™?) 26.4+10.8 1.02 +0.29 0.137 £ 0.52
p<0.05 p<0.05 p<0.05
T (MM?) 18.2+0.78 155+74 4.70 + 0.66
p<0.001 p<0.05 p<0.01
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Tabla XIX: Constantes cinéticas del modelo mixto deducidas a partir de los valores
obtenidos de los pardmetros de ajuste del modelo mixto, definidos en la tabla XV
(pag. 146), cuyos valores se muestran en la tabla XVIII . El valor de kcat (1,17 x
10° min.") fue calculado partir del valor de velocidad maxima estimada por
extrapolacion de la tangente a la curva en el limite cuando [S] tiende a cero de la
representacion de Eadie Hofstee.

constantes cinéticas PA

S Spm Spd Put
kv (min™") 2.23x10°
kw (min™) 2.45x10°
Ks (mM) 0.070
Ki (mM) 0.212
o 12.0
a 0.11
o’ 4,03
a’ 0.38
Kb (mM) 0.050 0.25 0.95
B 0.13 0.28 0.78
b’ 1.44 0.89 0.80
Y 7.00 16.4 115
b/p 0.133 0.242 0.315
B (limite inferior) * L5 3.69 320
b (limite inferior) * 2.09 0.89 1.01
y (limite inferior) ® 5.18 1.22 1.06
) o © o © oo ©
¢ indefindo indefindo indefindo
¢’ 0 0 0

a: Limite cuando y tiende a infinito. b: Limite cuando f tiende a infinito. ¢: a menos que
0 y tiendan a infinito en cuyo caso d es indefinido.

En principio, Ki es solo 4 veces mayor que Ks. Sin embargo, teniendo en cuenta que
se trataria de un proceso secuencial, hay que considerar que la afinidad por el segundo sito
en ser ocupado es 12 veces inferior a la del mismo sitio e la enzima libre, porque este es el
valor de a.. De esta forma, si el sitio catalitico es ocupado primero, la afinidad por el sitio
inhibitorio es 48 veces inferior a la del catalitico. Es decir Ks = 0,070 mM y aKi = 2,54

mM.
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En la enzima acetilada, la afinidad por el sitio inhibitorio es la cuarta parte que en la
ACHE libre, pero el triple que cuando Sc esta ocupado.

Los complejos SES y SE’” presentan 0,11 y 0,38 veces la velocidad de catalisis que
las correspondientes formas con el sitio inhibitorio libre. La inhibicion por sustrato tiene
lugar, entonces, principalmente en la primer etapa.

Resulta sorprendente que todos los pardmetros dependientes de PA muestran el
mismo patrén de incremento de sus valores con el niimero de nitrogenos (ver tabla XVIII,
pag 150). Por ejemplo, Spm tiene mayor afinidad de las tres poliaminas probadas por E, E’,
E’Si y para la suma de las afinidades por ESc y ESi. También presenta los mayores valores
de I4 y de Is indicando un efecto mas pronunciado, que las otras, sobre la etapa catalitica.

A partir del valor de estos parametros pueden obtenerse los valores de todas las cons-
tantes relacionadas con la interaccion PA-AChE. Las constantes de inestabilidad de los
complejos formados por las tres poliaminas pueden verse en la tabla XIX.

v> > 1 indica cooperatividad negativa entre la union del sustrato al sitio Si y las polia-
minas en la enzima acetilada. Este efecto es tanto mas importante cuanto mayor es €l name-
ro de nitrégenos de la poliamina.

Por otra parte, Spm aumenta la constante de velocidad de des-acetilacion en un 44% y
Spd y Put casi no alteran esta reaccion, a juzgar por los valores obtenidos de b” en cada uno
de estos casos.

Algunas de las constantes especificas de velocidad de reaccion de la primer etapa no
pueden ser resueltas. Sin embargo, pueden establecerse limites a sus valores posibles en el

marco del modelo (ver tabla XVlIlc, pag. 149). Si los sitios para Si y PA no pudieran
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ocuparse simultineamente, y serfa infinito. Entonces B tendria su minimo valor posible, ya
que valores finitos de y llevarian a valores mayores de . Esto corresponde a una fuerte
cooperatividad negativa entre la union a los sitios PA y Si, o inhibicién competitiva entre la
union de Siy PA.

De la misma, forma se calcula que el limite inferior del valor de “b” es menor que 1
para Spd, pero no para Spm y Put. Esto muestra que en cualquier caso, la primera puede
tener tiene efecto inhibitorio sobre la enzima, pero Spm acelera la primer etapa y Put no la
afectara el nimero de recambio.

En el otro extremo del espectro de posibilidades, si “B” => infinito, “y” tiende a un
valor minimo mayor que 1 por lo que presenta, en cualquier caso, cooperatividad negativa a
la ocupacion simultanea de los sitios PA y Sc.

“3” es indefinido en ambas situaciones extremas, si 3 o y tinden a infinito, ya que en
ambos casos, al no poder formarse el complejo cuaternario (EScSiB), pierde sentido y
queda fuera de la ecuacion por que todos los términos en que participa son nulos.

“c” carece de sentido porque la constante global de afinidad del complejo cuaternario
ES,B es cero. De todas maneras, el parametro de ajuste Is, que lo incluye, ajusta a cero por
lo que cualquier traza de complejo ES,B seria completamente inactivo (ver tablas XV y
XVIII, pag 147 y 150).

“¢” es compatible con cero en cualquier caso. O sea que si se forma el complejo

3ario E’SB, este es completamente inactivo.

Un aspecto interesante es la actividad remanente a concentracion infinita de sustrato.

Ya dijimos que dicho valor es P3/Q; para el modelo mixto. Conociendo el significado de
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cada coeficiente puede ampliarse el concepto hasta la expresion 45 a la que llamamos kcati
porque la estructura de la misma es muy similar a la de kcar definida por Wilson y Cabibb

(1956) como (kvkw/(kv+kw)).

Ekv a d
fimy= =Dl Ks aKio'Ki __ Eradlobn . (4s)
[f,»t,’{; Qs L, + 1L, a kv 1 .. 1 akv + a'kw
aKi kwKs o' Ki o' Ki aKsKi

EL PROBLEMA DE LA ESTIMACION DE Vmax y Km.

Siempre se asumi6 que el sitio inhibitorio de AChE carece de importancia a baja con-
centracion de sustrato. Por ese motivo, normalmente se estima el valor de Ks a partir de un
grafico doble reciproco, como la abscisa al origen de la recta tangente a la curva en la zona
de [S] ~ 0, 0 en un grafico de Eadie Hofstee como la pendiente de la curva, donde se
cumple la misma condicion.

En el marco de este modelo mixto, probamos el peso que el valor de la constante Ki
tiene en la forma de la curva, particularmente cuando la concentracion de sustrato tiende a
cero. Basicamente se trata de verificar si en el limite, cuando [S] tiende a cero, la ecuacion

es la misma, ya sea que Ki tiende a infinito o no.
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Partiendo de la ecuacion 41 (pag. 137) en ausencia de poliaminas:

. PI 0 S]
limy=—"—F= (46)
[s}0 I+ Q].(] [S]
Luego, como Q,, =1, +1I3 +1},:
1 1
Kmap = y = = —
Qo L+I,+1, a/ kv, 1 1
R /&hKf*,/(th&Y*/ga’*/éﬁ
1
Kmap = 1 1 (47)
v/ 1 la/ 11) -
( /h-v + I)Ks + (//a. + 1)&_
Kmap = = (48)

(k",,m i 1)+ (aa A+ l)%

1

El valor de Km aparente esta aun afectado por la relacion Ks/Ki aun cuando S — 0.
Por otro lado, la pendiente al origen de la ecuacion 46 es P, como lo indica la ecua-

cion 23 (pag. 115) al ser Qo = 1 (TablaX VI, pag. 147).

(49)
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También, a partir de la ecuacion 46 puede derivarse la velocidad maxima apartente de

acuerdo a esta aproximacion.

VmaxangL: ; jrl ; — kVE,r e (SO)
sty t kv/ '/
N A

Como ya dijimos, otra forma que se ha usado para estimar Ks es la estimacion grafica
a partir de una representacion de Linkweaver y Burck o de Eadie y Hofstee, tomando la
recta tangente a la curva en el punto limite cuando la concentracion de sustrato tiende a
cero. En el primer caso se obtiene el mismo resultado de la ecuacién 48, pero a partir de la

representacion de Eadie y Hofstee se puede demostrarse que

BB = =  Ksap=—— (51)
s»0 /0% [ —I-I, Lk ool

Puede verse una diferencia en esta Gltima expresion con respecto a obtenida en la de-
duccion de la ecuacion 47. Pero, los supuestos de partida son distintos y tanto I3 como I
son muy pequefios respecto a Iz y a Iyo.

Luego

1 1

= 52
e — e (+2)L+(1-2)% el

Km ap =
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Ks
(1+£)+(1-2)e

Km ap = (53)

A partir de la ecuacion 49 (pag. 155) se llega a un error que depende de la relacion
Ks/Ki de forma parecida a la descripta por la ecuacion 48 (pag. 155), excepto en el caso,
muy particular, en que a = o y la reduccién de la afinidad del sustrato por el sitio catalitico
por ocuparse el inhibitorio se vea compensado exactamente por una mayor velocidad de
reaccion del complejo SES.

Cabe agregar que (1+ kv/kw) =2 y que (1+a’/a’) = 1.1 y (1-a/a) =~ 0.99. O sea que el
denominador de la ecuacion 48 (pag. 155) es aproximadamente 2,24 y el de la ecuacion 53
es 2,27. La diferencia en escala logaritmica es de 0,007 aproximadamente.

Mas significativo es el hecho que el valor de Km aparente sea alrededor de la mitad
del valor de Ks. Esto se debe a que siendo las dos etapas cataliticas de velocidades simila-
res, en estado estacionario, la enzima se encuentra repartida entre la forma acetilada y no
acetilada en cantidades comparables, reduciendo mas o menos a la mitad a la enzima libre
para unirse al sustrato. De hecho en las ecuaciones 48 y 53 Km aparente seria aproximada-
mente igual al Ks, si kw >>> ks como asumen mucho de los modelos usualmente utilizados.
Esto lleva a que en dichos casos se subestime el valor de Ks.

Lamentablemente ninguna de estas ecuaciones permite calcular el verdadero valor de
Ks porque el resultado depende de Ki, que a su vez depende del valor real de Ks. Ni siquie-
ra es posible aplicar un método iterativo que permita aproximar el verdadero valor minimi-
zando el error.

En cualquier caso, ignorar la inhibicion por sustrato equivale a decir que Ki tiende a

infinito. Esto es asumir que Ks es, o esta cerca de la concentracion de sustrato que corres-
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ponde al punto de media onda en un grafico directo, o en la hipérbola mas parecida a la
curva en la zona en que [S] —0. Si esto fuera cierto, el valor de Ki no deberia afectar la
estimacion del valor de Km. Sin embargo, probamos que asumir que Ki vale infinito puede
cambiar fuertemente la posicion del punto de media onda, y por lo tanto, de la estimacion
del valor Km (Figura 52).

A pesar de lo dicho, la estimacion de Ks y Vmax a partir de datos obtenidos a baja
concentracion de sustrato ha sido practica corriente. Ante la realidad de que no hay otra
fuente de informacidn, y de que el error relativo seria solo de alrededor del 15% (ver figura
52), aceptamos el valor estimado a partir de la ecuacion 51 (pag. 156), corregida por la
ecuacion 53 y por el error producido por ser Ki # 0. Queda claro que el error asociado a

esta aproximacion alcanza a las constantes dependientes de Ks.

(mM}'

Pendiente

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0 0005 001 0015 002 0025 003 0035
v (UAmIn) v (UASmin)

Figura 52: Efecto de asumir que no hay inhibicion por sustrato en la forma de la
curva v = f([S]). calculadas a partir del modelo mixto. A: Representacion de Eadie
Hofstee. B) Pendientes del grafico A en funcidn de la velocidad.

(-) Ki=0,2 mM, (-)Ki=2 mM (-) y Ki =200 mM.
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Contrariamente a lo que ocurre con Ks y Vmax, la relacion Vmax/Ks no es afectada
por el valor de Ki, por lo que la pendiente al origen, en el grafico directo es una buena esti-

macion de dicho valor (figura 52).

EL PROBLEMA DE LAS COMPENSACIONES, IMPORTANCIA DE CADA COEFI-
CIENTE

La importancia relativa de cada parametro en la ecuacidon 21 (pag. 115) para
n=m = 3, es variable y depende del rango de concentracion de sustrato que se considere.
En la figura 53 se muestra la consecuencia de introducir cambios en los valores de los seis
coeficientes por separado. Las variaciones provocadas por un modulador deben modificar
los seis coeficientes de manera de componer la nueva forma de la curva. Sin embargo,
puede verse que para cada rango de concentracion de sustrato, existen dos coeficientes
capaces de modificar la curva de una manera similar, y si este es el caso no es posible
ajustarlos porque cualquier cambio en uno de ellos seria facilmente compensado por un

cambio apropiado en el otro.

Para analizar la confiabilidad del ajuste, introdujimos arbitrariamente, en cada uno de
los coeficientes por separado, cambios del —10, +10 y +20 % y representamos las curvas
para comparar los cambios en la forma de las mismas (ver figura 53).

Al reajustar, se lograron valores muy bajos de la suma de cuadrados de los errores,

pero ninguno alcanzoé el valor del ajuste original (figura 54).
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Figura 53: A — F Efecto de reasignar arbitrariamente a un coeficiente un
valor diferente al obtenido originalmente. (— ) valores ajustados, ( — )
90% del valor ajustado, (— ) 110% del valor ajustado, (— ) 120% del
valor ajustado.

A By C corresponden a Py, P, y P5. D, E y F corresponden a Q;, Q2 y Qs.
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Figura 54: Efecto de intentar compensar los cambios introducidos en la forma de la curva
por variacion del valor de un coeficiente, con cambios en otro.

A Valores Q; igual al 90%, 100%, 110% y 120% del valor ajustado compensados por
valores de P; iguales a 93%, 100% 107% y 114% del valor ajustado respectivamente.

B Valores Q; igual al 90%, 100%, 110% y 120% del valor ajustado compensados por
valores de P; iguales a 91%, 100% 109% y 118% del valor ajustado respectivamente.

C Valores Q; igual al 90%, 100%, 110% y 120% del valor ajustado compensados por
valores de P; iguales a 88%, 100% 112% y 124% del valor ajustado respectivamente.

A B C

il "|:'.
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Figura 55: A) Curvas correspondientes al modelo mixto completo con 11=100 (— ), al
mismo modelo con P, =P;=0(—), P =P;=0(+) yP;=P,=0(—).

B) Curvas correspondientes al modelo mixto completo con 11=100 (—), al mismo modelo
conQ=Q;=0(—),Q=Q=0(—)yQ=Q2=0(—).

C) Curvas correspondientes al modelo mixto completo con 11=100 (—), al modelo simpli-
ficado v =Pi[S)/(1+Qi[S]) ), v = Po[S)/(1+Q2[S]) () y v = P3[S)/(1+Qs[S]) (—).
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Estos resultados ponen en evidencia que cada término del numerador, junto con el
término de igual orden del denominador, controlan la velocidad de reaccion en un determi-
nado rango de concentraciones de sustrato. Es decir, que dado un valor de [S], solo son re-
levantes, en la ecuacion 46 (pag. 155), un término del numerador y uno del denominador,
cometiéndose un error despreciable por no considerar el resto de la ecuacion. Sin embargo,
la contribucion de cada término mostré que los términos de grado 1 son relevantes para [S]
< 7,5y 15 uM respectivamente y los de grado 3 lo son a partir de [S] > 1.4 y 0,720 M res-
pectivamente (figura 55). Mds aun, la expresion 46 (pag. 155) es suficiente para valores de
[S] <132 uM y la ec. 47 (pag. 155) para concentraciones mayores de 582 mM. En cambio,

los términos de grado 2, no tienen un rango donde definan por si mismos a la velocidad de

reaccion,
. _ P[s]
a baja [S] = 14Q [S] (54)
Ita [S] % PIST (55)
a alta = -
10 |ST

Este hecho define el rango de validez del supuesto, que asimila a la primer parte de la
curva a una hipérbola equilétera, y la expresion que corresponde al mismo. Es interesante
hacer notar que el valor equivalente al Km, es 1/Qy, o sea 1/(1/Ks+1/Ki) para el modelo 3D,

y para el modelo mixto es 1/(Is+Ig+1;0), es decir 1/(1/Ks+1/Ki+kv/(kwKs)-a'/(a’Ki)). Esta
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expresion demuestra que al estimar Ks, la inhibicion por sustrato introduce un error aun a
baja concentracion del mismo y que no considerar la segunda etapa y la inhibicién por sus-

trato lleva a sobrestimar el valor de Ks y Ki.

ASPECTOS TERMODINAMICOS RELACIONADOS AL MODELO MIXTO

Seis de los parametros de ajuste estan relacionados con las velocidades de reaccion y
permiten el calculo de la diferencia del cambio de energia libre de activacion entre un cami-
no que incluya un complejo ternario o cuaternario y el complejo ES o el E” segun corres-
ponda. A esta diferencia la Illamamos AAg” y se obtiene a partir de la expresion
AAgi" = -RTIn(l;), donde i es un entero de 2 a 7 (ver tabla XV, pag. 146). En ausencia de
poliaminas, las reacciones por los complejos con el sitio Si ocupado, SES y SE’, presentan
una energia de activacion menor que las correspondientes a los complejos con el sitio Si
libre, ES y E’S a pesar que el sitio Si es inhibitorio. Esta situacién paraddjica, se explica
por el hecho que a alta concentracién de sustrato, la etapa de union de sustrato no es la
limitante, ya que ambos sitios se encuentran saturados. La limitante en estas condiciones
es la reaccion misma, y para esta la diferencia en energias libres de activacion es —RTln(a)
o —RTIn(a’), y estas son 1,311 y 0,575 Kcal/mol respectivamente. A muy baja concen-
tracion de sustrato, en cambio, los complejos son minoritarios y la reaccion debe remon-
tarse, energéticamente hablando, desde la enzima libre, y desde alli, corresponden los
valores calculados para AAg” a partir de I, y de I5. En todos estos casos hay que tener en
cuenta ademds que para entender los cambios de energia libre en un proceso no basta con

los valores estandar.
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Por otra parte, puede notarse, tanto en este analisis, como observando el valor de las
constantes de inestabilidad, que la unién de S a cualquier sitio de la enzima libre no presen-
tan gran diferencia de afinidades, pero si una fuerte cooperatividad negativa. Ki es apenas 4
veces Ks, pero el factor de interaccion o es 12.

En el caso de las poliaminas, encontramos una relacion lineal entre la energia libre de
union para las distintas formas en que se encuentra la enzima y el nimero de nitrogenos de
la poliamina (figura 56). Cada aminopropilo parece aportar la misma cantidad definida al
AG® de unién de la poliamina. Ademas, dicho aporte es distinto segun est€ o no, la enzima
acetilada. Es evidente una diferencia en las pendientes que indica mayor influencia de cada

aminopropilo para la forma acetilada.

-1
-2
— ‘ .-
S 3 3 -
€ 4l ey ke OO
S it
£ 5 -4
° © Unién E-PA
% -6 @ Union E-PA
© Union ESc-PA
-7 A Unién ESi-PA
A Union E'Si-PA
B S =
1 2 3 4 5

N

Figura 56: Valores calculados de AG® para la unién de las poliaminas
a los distintos complejos.
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Por otro lado, el valor absoluto de AAg” disminuye linealmente con el nimero de
aminopropilos, ya sea por union al complejo ES o al E°, pero el efecto es mas marcado en
la segunda etapa catalitica como lo indican los calculos a partir de 14 y de Is, que dan un
valor de -1,58 y -0,61 Kcal/mol respectivamente por cada amino propilo agregado, pero
esto ocurre principalmente a costa del efecto sobre las constantes de afinidad en la segunda
etapa como puede verse en la figura 57. Consistentemente, el valor obtenido de “b’” es
aproximadamente de | (ver tabla XIX, pag. 151).

En la primer etapa la situacion es mas incierta. Solo si los valores de “b” son los
minimos, el caso es parecido al anterior.

Finalmente, no hay reaccion a través de los complejos cuaternarios ya que los mis-

mos no se forman y no estarian presentes en el medio.

0
s, y =-0,6149x - 2,229
= R2 = 0,9994
g -3

-4 ‘\
" -0 y =-1,5857x - 0,9369 O
g -6 R = 0,998 O
=I]

7

-8

0 1 g 3 4 5

Cantidad de nitrégenos

Figura 57: Valores de AAg” correspondientes a los complejos BES (e) y
BE’ (m) calculados a partir de I4 e I5 (ver tabla XVIII, pag. 150). Insertas
las ecuaciones de cada una de las rectas ajustadas y los correspondientes
valores de R”. Se superpusieron los valores de AG® derivados de las cons-
tantes de afinidad global de los complejos BES (o) y BE’ (0) representa-
dos en la figura 56.
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Tabla XX: Cambios en las energias libres estandar de formacion y varia-
ciones en los cambios de energia libre estandar de activacion para las inte-
racciones de AChE y su sustrato en ambos sitios de union, calculadas a
partir de los valores obtenidos de los parametros ajustados que figuran en
la tabla XVIII (pag 150).

AAg” 0 AG® Pardmetro o constante
(Kcal/mol) involucrada
AAg”
AAZ e sc.si = AL E-se-si AL E-sc -2.22 I,
AAgiE‘_S{ — :ﬁgéE-_sj -Ag$E~ -3.60 I5
AG® de union
AG%g.sc -5.64 Ks
AG% i -4.99 Ki
AG%gsessi -9.17 o x Ks x Ki Iy
AG®’, (interaccion E-Sc-Si) +1.47 o
AP -4.17 o XKl I

AG® - (interaccion E’-Si) +0.82 o’




- 167 -

5.3 DISCUSION

Acetilcolinestrasa es una enzima con propiedades muy interesantes. Entre ellas, la
cinética presenta caracteristicas particulares. En los tltimos afios se han usado varios mode-
los cinéticos para interpretar distintos aspectos de la misma, tales como efecto del pH
(Rosenberry, 1975), funcion de distintos aminoacidos (Vellom y col., 1993), o simplemente
para interpretar el proceso de catalisis (Hasan y col., 1980). En todos los casos en los que el
objeto del trabajo es para interpretar un efecto sobre la enzima, el modelo es deducido a
partir del supuesto de equilibrio. La ecuacion paramétrica es un cociente de dos polinomios
de la concentracion de sustrato, sin término independiente en el numerador. Nosotros
mismos desarrollamos modelos cuyas ecuaciones paramétricas son de grado 2 o 3 en ambos
casos.

Demostramos que las ecuaciones paramétricas mas simples que ajustan satisfactoria-
mente a los datos experimentales son cocientes de polinomios de grado dos en concentra-
cidn de sustrato, sin término independiente en el numerador (Tabla XII, Figura 40, pag. 139
y 140). A pesar de esto, el efecto de moduladores demuestra la necesidad de considerar el
modelo mixto, aunque a primera vista es el mas complejo de los tratados hasta aqui, ya que
es de grado 3 para [S] en el numerador y denominador.

Los ajustes realizados a partir de expresiones de grado 1 en el numerador y 2 en el de-
nominador conducen en todos los casos a altos valores de RSD y de AIC, mostrando un
sesgo muy importante respecto de los datos experimentales (tabla XII, figura 40). Esta falta
de ajuste ha sido reportada por varios autores, que incluso han propuesto un modelo de gra-

do dos en numerador y denominador. Por esta razon, cualquier modelo del primer tipo de-
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beria ser considerado insuficiente para describir la cinética de acetilcolinesterasa, a menos
que el andlisis se restrinja a concentraciones de sustrato muy bajas. Este hecho claramente
puntualiza que el modelo paramétrico mas simple que ajusta a los datos experimentales es
del segundo tipo, lo que significa que, en el marco del modelo presentado, al menos una de
las dos etapas es inhibida por un sustrato mientras que la otra permanece parcialmente
activa, ya que el analisis hecho a partir de datos obtenidos en ausencia de moduladores
muestra que P3, que es I;1:15 es compatible con cero, pero P, que es I1(I>+13), no lo es, lo
que indica que entre I; e I3, uno y solo uno, es nulo o muy pequefio. Es decir que el analisis
hecho a partir del modelo mixto en ausencia de moduladores no permite resolver el sistema.
Sin embargo, el mismo modelo aplicado a datos obtenidos en presencia de poliaminas eli-
mina esta indeterminacion.

La constante especifica de velocidad de reaccion kv/Ks fue calculada a partir del valor
ajustado de I; y del valor estimado de [Et] de acuerdo a Salih y col. (1993). El altisimo
valor de 3,21 x 10’ min"'mM™ es consistente con la gran capacidad catalitica de la enzima
reportada por varios autores (Hasan y col., 1980; Noltre, 1980).

El valor calculado de kcati de 1,64 x 10° min™' es aproximadamente el 15% del valor
obtenido para kcat (Salih y col., 1993). En otras palabras, la inhibicion por sustrato es solo
parcial como ha sido descripta por Radic y col. (1993).

Muchos de los modelos utilizados para interpretar la cinética de AChE se basan en el
supuesto de equilibrio (Froede y Wilson, 1984; Vellom y col., 1993; Hasan y col., 1980,
Noltre y col., 1980). EI mismo ha sido criticado para esta enzima por ser esta una enzima de
las consideradas perfectas. El valor estimado por nosotros de Av es de 2,23 x 10° min™' (tabla
XIX, pag. 151). Otros valores publicados son, 1,23 x 10° min' (Froede y Wilson, 1984),

6,6 x 10° min' (Hasan y col., 1980), 1,2 x 10° min™" (Noltre y col., 1980). Esto hace pensar
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que el sistema opera en estado estacionario, completamente fuera del equilibrio termodina-
mico, es que dicha velocidad es similar a la prevista por la cinética estadistica para la velo-
cidad de llegada de una molécula pequefia a un sitio de union ubicado en una superficie
inmovil o de muy baja movilidad, como es el caso de una macromolécula. Si la velocidad
de union es similar a la de transformacién covalente, es de esperarse que la reaccion inversa

de la de union tenga una velocidad despreciable. (Si &; [E][S] ~ kv [ES] = k., [ES] = 0).

Sin embargo, no se ha hecho medida directa de k; o de k.;, y los intentos por plantear
una solucién por estado estacionario han conducido a resultados sumamente engorrosos, de
los que no puede rescatarse informacion util, y esto solo después de haber aplicado restric-
ciones importantes como, por ejemplo, la de suponer que parte de las reacciones no pueden
tener lugar, lo que equivale a pre-asignar valor de cero a varias constantes de velocidad de
reaccion (Hofer y Fingeli, 1981).

Por otra parte, en el planteo por estado de equilibrio, la fase de union resume todos
los eventos que ocurren con el sustrato sobre la enzima hasta el momento anterior a la
transformacion covalente. No necesariamente se trata de la reaccion de unidn simplemente.

Finalmente, como dice Segel (1975), si un modelo obtenido por el supuesto de equili-
brio ajusta bien a los datos experimentales, se dispone del modelo mas simple que describe
el sistema. El modelo mixto es el que menos restricciones pre-impone, dentro de los mode-

los de equilibrio presentados, tanto por nosotros, como de los tomados de la bibliografia.
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Demostramos que la relacion Ks/Ki afecta el valor de kcat obtenido por extrapolacion
de gréficos linealizados como el de Eadie - Hofstee. Niday y col. (1980) sugirieron a partir
de la representacion de Hill que no hay interaccion entre sitios a baja concentracion de
sustrato esperando, por esto, que el sitio inhibitorio se encontrara desocupado en esas con-
diciones. Basicamente, asume que Ki>>Ks, y asi es posible calcular un valor de kcat de 9,3
x 10° min™'. Este valor es similar incluso al estimado por otros autores que asumen a priori

que Ki>>Ks (Hasan y col., 1980; Noltre y col., 1980; Rosenberry, 1975).

El modelo presentado describe la accion de poliaminas sobre AChE vy tiene en cuenta
el mecanismo en dos etapas que cuenta con un importante apoyo empirico (Froede y

Wilson, 1984).

El alto valor de las constantes kv y kw son similares a la velocidad de difusion de un
sustrato pequefio hacia un sitio de unién especifico expuesto en una macromolécula. EI cri-
terio por el que puede considerarse que la etapa de unién de un sustrato a una enzima se
mantiene en equilibrio termodinamico es que la velocidad de trasformacion covalente sea
mas lenta que la velocidad inversa a la de union, y en este caso puede especularse que no es
posible alcanzar el equilibrio.

Sin embargo, la elevadisima actividad que presenta esta enzima puede explicarse, en
parte, por la interaccion que habria entre el sustrato y los residuos aromaticos de la pared de
la grieta en la que se encuentra el sitio activo (Figura 8, pag. 33). La excelente correlacion
lineal encontrada entre el nimero de nitrégenos de la poliamina y el logaritmo del valor de
la constante de afinidad de la misma por la enzima es consistente con esta hipotesis. Esto

agrega una caracteristica interesante al proceso de union de sustrato, ya que no se trataria de
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la union a un sitio especifico y, al menos en principio, puede ser mas rapida que la prevista.
Para completar este tema falta establecer la contribucion entélpica y entropica aportada por
cada amino propilo a la unién de las poliaminas a colinesterasa.

Tras la acetilacion, la union a poliamina aumenta la eficiencia de la hidrélisis para
Spm y Spd y disminuye para Put. Es posible que un amonio, unido a un sitio de union de
amonio, provoque una caida en la velocidad de hidrolisis, pero que la unién de cada amino
propilo ocasiona un descenso en la energia libre de activacion, llevando a que putrecina no
sea capaz de revertir la inhibicion parcial, pero que espermina y espermidina si la compen-

sen, e incluso que aparezcan como activadoras de la segunda etapa.

Inicialmente la inhibicion por sustrato ha sido interpretada como la union de mas de
una molécula de sustrato al sitio activo por exceso de concentracion de este (Nachmansohn
y Wilson, 1951), pero la estructura tridimensional de la molécula deducida a partir de la
imagen de difraccion de rayos X, muestra un sitio de union para sustrato fuera de la gargan-
ta que hoy se interpreta como el sitio a través del cual el sustrato inhibiria la enzima
(Sussman y col., 1992).

Sin embargo, la elevada eficiencia de la enzima, no parece ser consistente con la es-
tructura de la molécula que tiene su sitio activo en el fondo de una grieta de 2 nm de pro-
fundidad y aproximadamente 0,6 nm de ancho (Figura 8, pag. 33) (Sussman y col., 1992).
Con dicha estructura se espera que haya un muy fuerte impedimento estérico que limite la
llegada del sustrato. Mas aun, el poco espacio disponible, debiera provocar un gran
conflicto de trafico en el interior de la grieta, entre el sustrato acercandose, y los productos

alejandose del sitio activo. En estas condiciones, sorprende que la enzima sea tan efectiva.
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En resumen, hay una inconsistencia entre la enorme velocidad de reaccion catalizada
por esta enzima, la estructura del entorno del sitio activo y la interferencia estérica como fe-
nomeno relevante en cinética quimica.

P. Taylor y colaboradores (comunicacion personal), estan trabajando en un modelo
mecanistico que supone que la enzima cambia entre, al menos dos estados conformaciona-
les, uno con la grieta abierta y otro con la grieta cerrada. Con la grieta abierta, se intercam-
biarian sustrato y productos libremente, y al cerrarse, el campo eléctrico generado por car-
gas convenientemente localizadas, conduciria al sustrato hacia el sitio activo.

En las paredes de la grieta los 14 restos arométicos que cubren el 40% de la superficie
interna de la misma con capacidad de unir cationes inespecificamente, como el sustrato por
ejemplo, formando complejos de trasferencia de carga. Ademas, hay pruebas de que al
menos cuatro aminodcidos con carga negativa contribuyen a orientar y movilizar ligandos
hacia el sitio activo (Radic y col., 1997). Todas estas caracteristicas deben tener alguna

relevancia en el mecanismo de catalisis de la enzima.
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6. CONCLUSIONES

El malation (dietil(dimetoxifosfinotioil)tio butanodioato) es uno de los plaguicidas
organofosforados mas frecuentemente usados, sus residuos han sido detectados en
cursos de aguas superficiales (Kimbrough y Little , 1996) y poco es lo que se conoce
acerca de sus efectos sobre el desarrollo embrionario de los anfibios y acerca del
mecanismo de accién a dosis subclinicas y a tiempos largos de exposicion, si bién existe
el antecedente de que otros insecticidas anticolinesterasicos han resultado teratogénicos
para anfibios (Elleot — Feely y Armstrong, 1982; Schuytema y col., 1994; Snawder y
Chamber, 1989; Fordham y col., 2001).

El malatién produjo alteraciones en el desarrollo de embriones de Bufo arenarum,
Hensel que indujeron alteraciones morfolégicas y fisiologicas que se tradujeron en dis-
minucién del peso y largo corporal, disminucién de la pigmentacion, defecto en confor-
macion de las notocordas, branquias y en los intestinos, curvatura del eje anteroposterior
entre otras (Rosenbaum y col., 1988; Venturino y col., 1994; Caballero de Castro,
1999). Tales anomalias encuadran en los teratismos de tipo 2 que parecen estar
relacionados con las alteraciones fisiopatologicas asociadas a la disminucion de la
neurotransmicion debido a la inactivacion de la AChE y de otras esterasas relacionadas.
Como consecuencia de esa inhibicion encontramos efectos adaptativos en el receptor
colinérgico muscarinico que se tradujeron en una reduccion en el nimero de receptores

si bien su afinidad no fue modificada.
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Los embriones de Bufo arenarum son mucho mas tolerantes a la intoxicacion por
organofosforados que otras especies de vertebrados. Gran parte de esta tolerancia se
debe a aspectos analizados criticamente en esta tesis, como las caracteristicas propias
del blanco primario de accién AChE, al contenido en lipidos de reserva caracteristicos
de estos embriones y a los cambios en el contenido de receptor muscarinico, que sin
duda disminuye la sensibilidad de la membrana post sindptica a la intoxicacion
colinérgica. Estos estudios complementan el analisis de otros factores estudiados
previamente en nuestro laboratorio y que también contribuyen en el proceso como las
importantes actividades detoxificantes asociadas a GSH-S transferasas (Anguiano y
col., 2001; Anguiano y col., 2002) y la evolucion de la actividad de distintas enzimas
detoxificantes durante el desarrollo (Caballero de Castro, 1999; Venturino, 2001a).

Demostramos en esta tesis que una de las caracteristicas mas sobresalientes rela-
cionadas a la tolerancia natural del Bufo a plaguicidas organofosforados reside en la
baja sensibilidad del blanco primario y pusimos en evidencia que es posible que algunos
organofosforados presentes efectos inhibitorios distintos a la inactivacién por
modificaciéon covalente dificil de detectar a través de los protocolos usuales para la

cuantificacion de la actividad colinesterasa.

Dada la evidencia del rol preponderante que las caracteristicas cinéticas de AChE
tienen en estos mecanismos, al hecho de que al menos algunos organofosforados pueden
interaccionar con la enzima de una forma diferente a la descripta tradicionalmente en la

biologia y a los antecedentes de que las poliaminas sinergisan el efecto toxico del
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malation (Venturino y col., 1992), decidimos modelar la cinética de acetilcolinesterasa y
su modulacion por poliaminas con el fin de disponer de una herramienta para interpretar

el mecanismo de accion de diversos moduladores sobre esta actividad.

AChE ademés de ser el blanco primario de la accion de organofosforados y carba-
matos ha sido tomada como modelo para el estudio de la modificacion quimica de
proteinas por reactivos de serina (Kitz y Wilson, 1962) y como esterasa para el estudio
del mecanismo de catalisis. Es considerada como una de las enzimas perfectas por que
la relacion kcat/Km, constante de pseudo orden 2, usualmente considerada como una
medida de la eficiencia de una enzima, tiene un valor similar al de la aproximacion del
sustrato a un sitio activo, por difusion simple.

El hecho de que la enzima tenga una fuerte inhibicion por sustrato, sugiere que la
etapa limitante es alguna de las etapas cataliticas y no la de difusién. Sin embargo, la
elevadisima velocidad de reaccion sugiere que el complejo enzima-sustrato nunca
estaria en equilibrio con sus componentes separados.

El sitio activo se encuentra en el fondo de una garganta y hacia €l, el sustrato debe
llegar y desde el mismo los productos deben retirarse con un grave conflicto de trafico
(Figura 8).

Pensamos que la union del sustrato a la pared de la grieta, es inespecifica, y libre
de restricciones de orientacion, ya que se trata de la union de un cation organico a restos
aromaticos, complejos que han sido descriptos como complejos de transferencia de

carga (March, 1977). Esta union, deberia ser mucho mas rapida que la de un ligando a
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un sitio de unién especifico en una orientacion determinada, por que la superficie de
unién es mucho mas grande y no hay limitaciones de orientacion. Si es asi, el limite de
la velocidad impuesto por la difusion seria, como minimo, dos o tres ordenes de
magnitud mayor al supuesto.

Ademas, para considerar que un proceso quimico, como por ejemplo una reaccion
enzimatica simple, opera bajo control difusional, la velocidad directa de la etapa de
reaccion debe ser no despreciable frente a la velocidad de reaccion inversa de la etapa
de unioén, o sea kv > k.;. En el caso de AChE, se asume que la velocidad inversa de la
etapa de union, es despreciable porque la velocidad de catalisis es comparable con la
con el valor de la velocidad de difusion del sustrato. Pero, si el modelo fuera mas
complejo, y la velocidad de difusion puede suponerse que es mucho mayor que la de
catalisis, puede interpretarse que la primer etapa esté en equilibrio quimico, y que esta
sea el resultado de una cadena de eventos, todos en equilibrio.

El sitio inhibitorio para acetilcolina presenta otra particularidad. Su constante de
inestabilidad es mas de 100 veces el valor maxima de concentracion alcanzado por ATC
en el espacio sindptico (Rosenberry, 1979). Mas aun, dicha concentracién seria solo un
quinto de la concentracion de sitios activos de AChE y de sitios de union de AChR. Es
probable entonces, que el sitio inhibitorio no tenga, ningun rol fisiolégico, ni efecto
alguno, ya que su grado de saturacion seria, como maximo, de 1/1000 o 1/10000
aproximadamente. Sin embargo, 1lama la atencion que este sitio se encuentra altamente
conservado. Ademas, este sitio se encuentra expuesto en la superficie de la molécula por

fuera de la grieta, a diferencia del sitio catalitico que se encuentra escondido,
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practicamente en el centro de la molécula. Este hecho hace pensar que el mismo tiene
importancia, posiblemente en el mecanismo de accion de la propia enzima.

En el marco del modelo presentado, la influencia del sitio inhibitorio requiere
algunas explicaciones. En primer lugar, su afinidad solamente es 1/4 de la del sitio
activo, cuando la simple observacion de la representacion de velocidad de reaccion en
funcién de la concentracion de sustrato parece indicar que la misma es menor. Pero,
teniendo en cuenta que el complejo EScSi se formaria principalmente a partir del ESc,
la afinidad global para el sitio inhibitorio debe considerares como (1/aKi) que es 20
veces menor que 1/Ks.

En segundo lugar, teniendo en cuenta que este sitio esta principalmente libre la
mayor parte del tiempo, su intervencion deberia ser irrelevante. Pero, como ya hemos

sefialado, se encuentra altamente conservado.

Creemos que es posible proponer un mecanismo de catalisis que explique los re-
sultados presentados en esta tesis y las aparentes contradicciones discutidas. Nuestra in-
terpretacion de los resultados es que al ocuparse el sitio inhibitorio se produzca el cam-
bio conformacional de garganta cerrada a abierta acompanada de la hidrdlisis y libera-
cién de los productos, seguida de un libre y muy rapido intercambio de actilcolina entre
el medio y los restos aromaticos de la pared de la garganta. Al desocuparse Si se cierra
la garganta y un campo eléctrico provocado por cargas convenientemente localizadas
impulsarian al sustrato hacia el sitio activo donde ya podria proceder con la primer etapa

de catélisis. El ciclo vuelve a repetirse comenzando por la uniéon de otra molécula de
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sustrato al sitio Si. No hay informacion acerca de la velocidad con que esto ocurre, pero
tratandose de la aproximacion de un sustrato de bajo peso molecular uniéndose a un
sitio especifico que se encuentra casi completamente libre, la velocidad deberia ser la
impuesta por la difusion.

Consistentemente con los valores observados de kcat/Ks, la velocidad queda
definida por la difusion del sustrato, pero no hacia el sitio catalitico, sino hacia el
inhibitorio. Por tratarse este ultimo de un sitio especifico, expuesto en la superficie de la
macromolécula, cumple con las condiciones para considerar que dicha velocidad sea del
orden de 10® a 10° M's™ tal como se observa experimentalmente.

Esta propuesta justifica que la velocidad de catalisis sea similar a la de difusion,
que el sitio activo esté tan escondido, que la pared de la garganta tenga tantos restos
aromaticos y que el sitio inhibitorio este expuesto, se encuentre siempre presente y se
haya conservado en la evolucién. Hasta abre la puerta para justificar el analisis cinético

del sistema a partir del supuesto de equilibrio.

En nuestro laboratorio se ha probado el efecto sinérgico que la presencia de poli-
aminas en el medio externo tiene sobre la sensibilidad a malation (Venturino y col.,
1992). También se ha evaluado el efecto de poliaminas sobre el estrés oxidativo que
acompaiia a la intoxicacion por malation (Venturino y col., 2001a). Sin embargo, no hay
otros estudios tendientes a interpretar el mecanismo por el que las poliaminas influyen

en la sensibilidad de los embriones a organofosforados. Estudiar la forma en que
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influyen en la cinética de la enzima, es una manera de empezar a entender el mecanismo
en cuestion.

La cinética de AChE es afectada por distintos amonios organicos. Un solo informe
anterior trata el efecto de poliaminas sobre esta actividad (Kossorotow y col., 1964). A
partir de nuestros resultados se torna relevante analizar el posible rol que estas aminas
tienen en la funcion sinaptica, asi como también el efecto, y el mecanismo, por el que

las mismas influyen en el proceso de intoxicacion por organofosforados.

Nuestros resultados indican que ademas de la relacion directa entre inhibicion de
AChE y mortalidad, existen una serie de efectos subletales sobre el metabolismo
proteico, lipidico y la actividad detoxificante que condicionan el desarrollo embrionario
y reducen el éxito reproductivo y por ende la supervivencia de la especie. Sin embargo,
cuando debe establecerse un mecanismo confiable de diagndstico en la toxicologia

regulatoria solo es aprovechable el andlisis de la inhibicion de AChE.
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