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RESUMEN

Entre los plaguicidas inhibidores de la acetilcolinesterasa mas usados en la actualidad,
y a su vez los mas toxicos, se encuentran los organofosforados. La enzima acetil-
colinesterasa (AChE) es ampliamente utilizada para la deteccion de contaminantes
organofosforados, ya que éstos son inhibidores de su actividad. La lombriz de tierra
(Eisenia foetida) es una fuente de esta enzima, ya que las AChE presentes en estas
lombrices son susceptibles a dicho efecto. En este trabajo se prepar6 un concentrado
enzimatico de acetilcolinesterasa de E. foetida, con el cual se evalud el efecto inhibitorio
de plaguicidas organofosforados comerciales como malation, diazinoén, metamidofos y
dimetoato, asi como su selectividad al utilizar plaguicidas organoclorados, carbamatos
y piretroides. La actividad de acetilcolinesterasa se midi6 usando acetato de indoxilo
como sustrato cromogénico. Los resultados mostraron que todos los plaguicidas orga-
nofosforados ensayados en concentraciones de 1 a 10 mg/L fueron capaces de disminuir
la actividad de acetilcolinesterasa en porcentajes de 36 + 16 % en promedio, mientras
que los carbamatos inhibieron s6lo ligeramente la actividad enzimaticaenun 16 + 7 %.
Los organoclorados y piretroides por su parte presentaron efecto inhibitorio poco o
no significativo de 1 £ 5 % para cualquiera de las concentraciones ensayadas debido
a que el modo de accion de los grupos de plaguicidas es diferente. Por este motivo, la
actividad de la enzima no se ve afectada de manera significativa y continua catalizando
la descomposicion del acetato de indoxilo aun en presencia de plaguicidas con grupos
quimicos diferentes a los organofosforados, lo cual obedece a la selectividad de la
acetilcolinesterasa frente a este tipo de inhibidores.
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ABSTRACT

Organophosphates are among the most used and the most toxic pesticides that inhibit
acetylcholinesterase. The enzyme aceticolinesterase (AChE) is widely used to detect
organophosphate pollutants because they are inhibitors of its activity. A source of this
enzyme is present in Eisenia foetida, being the AChEs of these earthworms susceptible
to this effect. In this work, an enzymatic concentrate of acetylcholinesterase was pre-
pared from E. foetida. The inhibitory effect of commercial organophosphorus pesticides
as malathion, diazinon, methamidophos and dimethoate on its enzymatic activity was
evaluated, as well as its selectivity when using organochlorine, carbamate and pyre-
throid pesticides. Acetylcholinesterase activity was measured using indoxyl acetate as
chromogenic substrate. Results showed that all organophosphorus pesticides tested, in
concentrations between 1-10 mg/L, were able to decrease acetylcholinesterase activity
in percentages of 36 = 16 % on average. On the other hand, carbamates slightly inhibited
the enzymatic activity in a 16 = 7 %, and organochlorines and pyrethroids showed a
little or no significant inhibitory effect of 1 £ 5 % for any tested concentrations. This
is because the mode of action of each group of pesticides is different. For this reason,
the activity of the enzyme is not significantly affected and it remains catalyzing the de-
composition of indoxyl acetate even in the presence of pesticides with chemical groups
different to organophosphates, which is indicative of acetylcholinesterase selectivity

against this specific type of inhibitors.

INTRODUCCION

Entre las diversas clases de plaguicidas los orga-
nofosforados son los mas empleados en la agricultura
(Sharma et al. 2010), y son ampliamente utilizados
como insecticidas debido a su alta actividad, baja
bioacumulacion y degradacion moderadamente ra-
pida en el ambiente.

Sin embargo, una cierta cantidad de los plaguici-
das utilizados se transfiere en el escurrimiento super-
ficial y subsuperficial del drenaje en tierras agricolas
y puede causar una variedad de efectos toxicos en
organismos acuaticos y seres humanos (Turdean et
al. 2002, Kilany et al. 2014).

Su toxicidad recae principalmente en el sistema
nervioso, inhibiendo la enzima acetilcolinesterasa
(AChE). Esto produce una acumulacion de acetil-
colina en las sinapsis nerviosas y una alteracion de
la funcidn nerviosa, siendo las AChE de insectos
especialmente susceptibles a este efecto (Constantine
et al. 2003, Lang et al. 2016).

La acetilcolinesterasa es una enzima del grupo
de las hidrolasas que esta presente en la mayoria de
los seres vivos, principalmente en los vertebrados,
incluyendo a los seres humanos, pero también en
invertebrados, como los insectos.

La AChE se localiza en el sistema nervioso y
los musculos, y es la responsable de la regulacion
de la concentracion de acetilcolina (AC), un neuro-
transmisor involucrado en la sinapsis colinérgica en

el sistema nervioso que permite la transmision de
senales en el sistema nervioso central y periférico
(Wiesner et al. 2007).

Los plaguicidas organofosforados se unen a la
enzima AChE e inhiben su actividad por fosforila-
cion irreversible, por lo cual su restauracion depende
de la sintesis de nuevas moléculas de esta enzima
(Cardenas et al. 2010). La inhibicion de la actividad
AChE por muchos plaguicidas organofosforados
(OF) esta bien establecida en diferentes especies
animales (Venkateswara y Kavitha 2004), tanto en
condiciones de laboratorio como de campo (Chakra
y Venkateswara 2008).

Las lombrices de tierra estan actualmente
consideradas como una alerta temprana sobre
los efectos negativos de los plaguicidas (Gambi
2007), principalmente de los organofosforados, los
cuales son conocidos como agentes neurotoxicos
que causan toxicidad aguda en estos organismos
(Scott-Fordsmand y Weeks 2000, Venkateswara
et al. 2003).

De acuerdo con lo anterior, se puede establecer
que a través del ensayo de la actividad AChE es
posible realizar el diagndstico de la exposicion a
plaguicidas organofosforados (Bajgar 2004, Pohanka
et al. 2011). Por ello en este trabajo se presenta una
estrategia para determinar el ensayo de la actividad
AChE de lombriz de tierra (Eisenia foetida) utilizan-
do acetato de indoxilo como alternativa de sustrato
cromogénico (Villatte et al. 2001).
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El principio de reaccion de este sustrato se mues-
tra en la figura 1, donde se observa que la hidrélisis
del acetato de indoxilo (incoloro) es catalizada por
la AChE produciendo indoxilo, el cual se oxida ra-
pidamente y genera un color azul indigo que puede
distinguirse bien a simple vista. La intensidad del
color es indicativa de la actividad AChE, por lo
tanto el grado de inhibicion enzimatica generado
por la contaminacion de residuos de plaguicidas or-
ganofosforados puede determinarse por este método
(Guo et al. 2013).

MATERIALES Y METODOS

Extraccién enzimatica de acetilcolinesterasa

Veinticinco gramos de lombrices de tierra (Eisenia
foetida) fueron homogeneizados en 75 mL de una
solucion amortiguadora de NaH2PO4 0.02 M, triton
%100 0.1 % y pH 7. El material homogeneizado se
centrifugd durante 25 min a 10000 g a 4 °C. Los
sobrenadantes fueron recuperados para obtener un
extracto enzimatico crudo (Schreck 2009), el cual
fue liofilizado y almacenado a 4 °C para realizar los
ensayos enzimaticos.

La estimacion de proteinas se cuantificd con el
método de Bradford (1976) y la actividad se calculo
utilizando el coeficiente de extincion molar del ace-
tato de indoxilo (¢ = 3900 M ' cm™) reportado en la
literatura (Pohanka et al. 2011).

Acetato de indoxilo

3¢

Plaguicidas

Ensayo de la actividad AChE utilizando acetato
de indoxilo

Para cada ensayo enzimatico se mezclaron 5 mg
de enzima AChE, 1.4 mL de amortiguador de fosfato
de sodio (0.1 M) y 100 pL de acetato de indoxilo
(0.05 M) en metanol al 5 %. Esta concentracion de
metanol fue seleccionada para evitar la inhibicion de
AChHE y permitir la solubilidad del sustrato (Pohanka
et al. 2009).

La mezcla fue agitada y después de 10 min se
midi6 su absorbancia a una longitud de onda de 670
nm en un espectrofotometro ultravioleta-visible Ge-
nesys 10UV Scanning (Thermo Scientific) (Pohanka
et al. 2011). La actividad enzimatica se reporto
mediante el estudio de la variacion de la densidad
optica (DO).

Inhibicién enzimatica por plaguicidas

Para la determinacion del efecto de los plagui-
cidas sobre la actividad AChE, se incubaron 5 mg
de enzima con 1 mL de cada plaguicida diluido en
concentraciones de 1 a 10 mg/L a 25 °C durante 20
min; posteriormente se afiadieron 0.4 mL de amorti-
guador de fosfato de sodio 0.1 My 100 puL de acetato
de indoxilo 0.05 M en metanol al 5 % en agua. La
absorbancia de la mezcla se midi6 20 min después
a la longitud de onda establecida. Este proceso fue
realizado por triplicado.

El grado de inhibicion se calculé mediante la
siguiente ecuacion (Arduini et al. 2005):

OH

\ + 2CH,COOH

N

H
H(i/l*’\wzo2

g

indigo (color azul)

Fig. 1. Mecanismo de hidrolisis del acetato de indoxilo catalizada por AChE

(Apilux et al. 2015)
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1% = (Ao— Ai)/Ao (D
donde 7 % es el porcentaje de inhibicion, 4o es la
absorbancia de la solucion enzimadtica con el acetato
de indoxilo sin contaminante y 4; es la absorbancia
de la mezcla de AChE y acetato de indoxilo con el
plaguicida.

Los plaguicidas estudiados fueron de tipo comer-
cial: cuatro organofosforados (malation, diazinén,
dimetoato, metamidofos), un carbamato (carbofura-
no), un piretroide (cipermetrina) y un organoclorado
(endosulfan). Esto con el fin de evaluar el efecto de
los plaguicidas con diferentes grupos quimicos en
la inhibicion de la AChE y por lo tanto determinar
su selectividad.

El analisis experimental se realizo bajo un disefio
de bloques completamente al azar con tres repeti-
ciones, y la comparacién de medias se realizé por el
método de la diferencia minima significativa (DMS)
al 0.05 de probabilidad.
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RESULTADOS

Optimizacion de las condiciones experimentales
La actividad enzimatica del extracto de AChE
fue evaluada usando diferentes concentraciones de
sustrato (0.01-0.10 M) con el fin de determinar las
condiciones Optimas de hidrolisis del acetato de
indoxilo por esta enzima. Los resultados obtenidos
se muestran en la figura 2a. Como era de esperarse,
la intensidad del color generado por la formacion de
indoxilo aumento6 con el incremento de la concen-
tracion del sustrato. De acuerdo con lo anterior, para
las siguientes pruebas la concentracion de sustrato
utilizada fue de 0.05 M, ya que, como se muestra
en la figura 2a, con esta concentracion se obtiene el
maximo de actividad de la enzima sin comprometer la
competencia entre plaguicidas por exceso de sustrato.
En la figura 2b se presenta el curso temporal de
la reaccion de AChE en los preparados de liofilizado
de E. foetida a 25 °C. Se observa que la hidrolisis del

0 t t t 1
0 5 10 15 20
Tiempo (min)
0.7 T
+ d)
0.6 9-

st e

04 T }
. } ________ Y
03+ I
02+
0.1+
0 } } } } } i
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo de incubacién (min)

Fig. 2. Optimizacion de las condiciones experimentales. (a) Efecto de la concentracion de sustrato (acetato de indo-
xilo) sobre la actividad enzimatica de AChE. (b) Curva de desarrollo de la reaccion enzimatica de AChE. (c)
Actividad catalitica en unidades de absorbancia (DO) determinada con diferentes cantidades de enzima. (d)
Tiempo de incubacion del malation (representante seleccionado de plaguicidas concentracion de 10 mg/L). Las
barras de error indican la desviacion estandar paran =3
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sustrato por la enzima mostré un comportamiento
tipo Michaelis-Menten y que la actividad fue en
aumento hasta el final de la incubacion.

La determinacion de la dependencia de la acti-
vidad enzimatica respecto a la cantidad de AChE
utilizada se muestra en la figura 2¢c. Como puede
observarse, el mayor valor de la actividad ocurre
cuando se adicionan entre 5 y 5.5 mg de liofilizado
enzimatico, por lo cual 5 mg fue la cantidad utilizada
en experimentos posteriores.

El resultado de la evaluacion de la dependencia
del tiempo de incubacion del inhibidor con la AChE
utilizando malation se muestra en la figura 2d. En
dicha figura se observa que hay una reduccion de
la DO a medida que el tiempo se incrementa; sin
embargo, después de 20 min esta reduccion ya no es
significativa. Por lo anterior, en tratamientos subsi-
guientes la solucion de plaguicida se incub6 con la
AChE durante 20 min a temperatura ambiente antes
de realizar el ensayo enzimatico con el sustrato.

Una vez determinados los parametros adecuados
para los ensayos enzimaticos de la acetilcolinestera-
sa extraida de E. foetida, se determiné su actividad
especifica, siendo ésta de 0.00854 U/mg de proteina.

Con el fin de evaluar el efecto de los plaguicidas
sobre la enzima AChE se realiz6 un andlisis de va-
rianza para el porcentaje de inhibicidn enzimatica
(Cuadro I), el cual muestra que hubo diferencias
altamente significativas (p < 0.01) para los tres
factores de estudio y sus interacciones entre grupos
quimicos, plaguicidas y concentraciones.

CUADRO I. ANALISIS DE VARIANZA PARA EL POR-
CENTAJE DE INHIBICION ENZIMATICA
ENTRE GRUPOS QUIMICOS, PLAGUICIDAS

Y CONCENTRACIONES

FV CM Pr>F
Repeticiones 13.26 0.649
Grupo quimico (G) 18879.28 <.0001
Plaguicida (P) 10239.97 <.0001
GxP 872.23 <.0001
Concentracion (C) 1574.27 <.0001
GxC 234.12 <.0001
PxC 155.98 <.0001
GxPxC 2783.87 <.0001
Error 30.59

Inhibicién enzimatica por plaguicidas organo-
fosforados

Se evaluo el efecto in vitro de los plaguicidas perte-
necientes al grupo de los OF, usando concentraciones

entre 1-10 mg/L, sobre la actividad de la enzima
AChE. Los resultados de la comparacion de medias
del porcentaje de inhibicion enzimatica (Fig. 3)
mostraron que la intensidad de color del producto de
la reaccion enzimatica disminuye con el aumento de
la concentracidon de plaguicida. Esto establece que
todos los plaguicidas organofosforados ensayados
(malation, metamidofos, diazindn, dimetoato) tienen
la capacidad de reducir esta actividad desde un 29 +
11 % hastaun 48 = 12 % en intervalos de concentra-
ciones de 1 a 10 mg/L. Es importante sefialar que s6lo
la muestra de referencia sin plaguicidas dio valores de
porcentaje de inhibicidn significativamente diferentes
del resto de las muestras.

Porcentaje de inhibicion de la actividad AChE
por plaguicidas

La comparacion de medias del porcentaje de
inhibicion enzimatica generada por los diferentes pla-
guicidas utilizando concentraciones de 1 a 10 mg/L
se muestra en la figura 4, donde se observa que una
inhibicion significativa se llevo a cabo en presencia
de plaguicidas como dimetoato (43 + 15 %), diazinon
(39 £ 15%), malation (37 + 17 %) y metamidofos (27
+ 10 %), y en menor grado carbofurano (16 + 7 %),
en tanto que endosulfan (1 +5 %) y cipermetrina (0.9
+ 4 %) presentaron poco o ningun efecto inhibitorio
significativo para cualquiera de las concentraciones
ensayadas.

Selectividad en la inhibicién de AChE

Otros experimentos se llevaron a cabo en presen-
cia de plaguicidas con grupos quimicos diferentes
utilizando concentraciones de 1 a 10 mg/L, con el
fin de determinar la inhibicion selectiva de la AChE
por plaguicidas organofosforados. Los resultados
(Fig. 5) muestran que hubo inhibicion significati-
va en presencia de plaguicidas organofosforados
(36 = 16 %) y carbamatos (16 + 7 %), mientras que
los organoclorados y piretroides presentaron poco
o ningun efecto inhibitorio significativo (1 =5 %),
independientemente de la concentracion.

DISCUSION

Diversos factores afectan la sensibilidad del
ensayo de actividad enzimatica de AChE, los cuales
incluyen la cantidad de enzima, la concentracion
del sustrato, el tiempo de incubacion y la presencia
de plaguicidas (Apilux et al. 2015). Por lo tanto, se
determinaron las condiciones Optimas para el andlisis
de plaguicidas.
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Fig. 3. Comparacién de medias del porcentaje de inhibicién enzimatica de
acetilcolinesterasa de lombriz (Eisenia foetida) con diferentes concen-
traciones de plaguicidas organofosforados. Valores con letras distintas
son estadisticamente significativos (p < 0.05)
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Fig. 4. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion enzimatica de acetilcolinesterasa
de lombriz (Eisenia foetida) entre los diferentes plaguicidas. Valores con letras distintas
son estadisticamente significativos (p < 0.05)
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Fig. 5. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion enzimatica
de acetilcolinesterasa de lombriz (Eisenia foetida) con diferentes
grupos quimicos de plaguicidas. Valores con letras distintas son
estadisticamente significativos (p < 0.05)
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En ensayos de concentraciéon de acetato de
indoxilo no se observd inhibiciéon por sustrato en
concentraciones de hasta 0.1 M (Fig. 2a). Esto puede
deberse a que el acetato de indoxilo no es un com-
puesto altamente soluble y aunque se encuentre en
exceso no interacciona con la enzima en el medio de
reaccion utilizado (Pohanka et al. 2011).

Los ensayos in vitro demostraron que el acetato de
indoxilo es un sustrato cromogénico adecuado para
la evaluacién de la actividad AChE (Pohanka y Dr-
tinova 2013, Pohanka y Vlcek 2014). Esto obedece a
la rapida formacion de coloracion azul indigo debida
al indoxilo producido por reacciéon del sustrato con
la enzima, de acuerdo con el mecanismo de reaccion
mostrado en la figura 1 (Pohanka y Vicek 2014).

Respecto del seguimiento de la formacion de
producto en funcién del tiempo, en la figura 2b se
observa que después de 10 min de reaccion se alcanza
la maxima concentracion de indoxilo. Pasado este
tiempo no se observa incremento en la concentracion
de producto, proceso generalmente debido al consu-
mo de sustrato disponible para la reaccion.

Ladependencia de la actividad enzimatica conrela-
cion ala concentracion de extracto enzimatico (Fig. 2¢)
muestra que la cantidad de producto aumenta con el
incremento de la cantidad de catalizador (Apilux et
al. 2015). Es decir, la cantidad de catalizador limita
la velocidad de la reaccion; sin embargo, cantidades
mayores de 5 mg de extracto enzimatico liofilizado
no generan incrementos importantes en la velocidad
de reaccion.

En la figura 2d se muestra que 20 min de incuba-
cion del complejo enzima-plaguicida son suficientes
para que los plaguicidas como malation interaccionen
con la enzima inhibiendo su actividad y confirmando
que en el medio existe una sustancia toxica que afecta
a la AChE.

La significancia observada en el analisis de va-
rianza para los tres factores de estudio indica que el
grado de inhibicidon enzimdtica depende del grupo
quimico y el tipo del plaguicida, asi como de la
concentracion del ingrediente activo. Esto quiere
decir que, aun cuando pertenezcan a un mismo
grupo quimico, los plaguicidas comerciales tienen
una respuesta diferente en la inhibicion enzimatica.
Esto se debe a que la reactividad de los compuestos
organofosforados varia de acuerdo con su estructura
quimica, principalmente por la distribucion de los
atomos unidos al fosforo, por ejemplo, los que tienen
un doble enlace entre fésforo y oxigeno son altamente
electrofilicos y altamente reactivos (Mileson et al.
1998). Entre grupos quimicos la significancia obser-
vada fue la esperada, ya que los grupos piretroides

y organoclorados no tienen un efecto inhibitorio
sobre la AChE (Ibrahim et al. 1998). La significancia
observada entre las diferentes concentraciones tam-
bién es un indicador de que la actividad enzimatica
disminuye con el aumento de la dosis de plaguicidas
(Ibrahim et al. 1998).

Inhibicién enzimatica por plaguicidas organo-
fosforados

La actividad de la AChE en presencia de plaguici-
das OF se reduce debido al tipo de interaccion enzi-
ma-sustrato (Fig. 3). En contacto con un compuesto
organofosforado, esta enzima sufre un proceso de
fosforilacion mediante la produccion de un complejo
estable en su sitio activo, lo que altera su actividad
catalitica (Dzudzevic et al. 2016).

Estos compuestos interaccionan con serina en la
triada catalitica del sitio activo, formando grupos
de ésteres estables (Pohanka 2011). Después de un
intervalo de tiempo especifico para cada inhibidor
OF, el inhibidor unido sufre una reaccioén de desal-
quilacion interna llamada “envejecimiento” (Millard
et al. 1999) para producir un complejo conjugado de
OF-enzima que no puede ser reactivado, generando
asi una inhibicion irreversible.

El envejecimiento no tiene ningin efecto be-
neficioso sobre la enzima, ya que después de este
permanece inactiva, lo que sugiere que las fuerzas
electrostaticas estabilizan significativamente a la
enzima envejecida (Pohanka 2011). Este efecto
visibiliza en los resultados que muestran que la
actividad enzimatica disminuye con el aumento de
la concentracion de plaguicida (Apilux et al. 2015).

La inhibicion de la AChE por plaguicidas OF
indica que este ensayo puede utilizarse para la con-
firmacion de la presencia de estos contaminantes en
un medio determinado seglin las concentraciones
del estudio. Todas las muestras contaminadas por
plaguicidas OF son similares entre si, ya que en todos
los casos existe un grado de inhibicion enzimatica se-
mejante, lo cual indica que concentraciones tan bajas
como 1 mg/L pueden detectarse por este método. Lo
anterior demuestra la alta sensibilidad de los ensayos
enzimaticos para este tipo de andlisis.

De acuerdo con el analisis de comparacion de
medias puede observarse que la muestra de agua
utilizada como control es estadisticamente diferen-
te a las muestras contaminadas, lo cual se debe a
que en esta muestra no se presenta inhibicion de la
AChE. Lo anterior indica que es posible diferenciar
muestras libres de contaminantes organofosforados
de aquellas que los contienen en concentraciones
de 1 a 10 mg/L.
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Porcentaje de inhibiciéon de plaguicidas

Los resultados de la comparacion de medias del
porcentaje de inhibicion para todos los plaguicidas
utilizados (Fig. 4) muestran que el biocatalizador
de AChE es mas sensible a la presencia de plagui-
cidas organofosforados como dimetoato, diazinén,
malatiéon y metamidofos (porcentaje de inhibicion
significativa mas pronunciada).

En el estudio también se utilizd carbofurano, un
carbamato que se emplea comunmente en todo el
mundo como insecticida, nematicida y acaricida en
la practica agricola (Gupta 1994). Se trata de uno
de los plaguicidas mas toxicos en la agricultura y su
dosis letal para mamiferos se encuentra entre los 5y
50 mg/kg (Jeyapragasam y Saraswathi 2014). Al igual
que los plaguicidas organofosforados, la inhibicion
enzimatica para carbofurano también es significativa,
aunque ocurre en menor grado (Ibrahim et al. 1998).

Por otro lado, cuando la AChE es expuesta a plagui-
cidas como endosulfan y cipermetrina no se observan
efectos negativos significantivos sobre la actividad
enzimatica en concentraciones de 1 a 10 mg/L.

Los resultados del porcentaje de inhibicion obteni-
dos en este estudio son similares a los reportados por
el analisis de plaguicidas utilizando AChE extraida
de otros organismos como Chironomus riparius
meigen. Tal es el caso reportado por Ibrahim et al.
(1998), quienes observaron un rango del 20 al 50 %
de inhibicion por plaguicidas organofosforados y
carbamatos en concentraciones de 0.19-0.84 uM y
0.06-0.36 uM, respectivamente.

Selectividad en la inhibicion de AChE

El grupo quimico de los plaguicidas organoclora-
dos como el endosulfan y el grupo de los piretroides
como cipermetrina (Fig. 5) no presentaron ningun
efecto inhibitorio sobre la actividad AChE, debido
a que su modo de accion dos difiere del de los orga-
nofosforados (Devine et al. 2008).

Los plaguicidas organoclorados son antagonistas
del canal de cloruro regulado por el acido gamma-
aminobutirico (GABA) e interfieren con los canales de
cloruro en la membrana nerviosa (Pomés et al. 1994).
Los plaguicidas piretroides, por su parte, actiian como
moduladores del canal de sodio e interfieren con dichos
canales en la membrana nerviosa (Soderlund 2012).

Lo anterior confirma la especificidad de la AChE,
motivo por el cual la actividad de la enzima no se ve
afectada de manera significativa y continua catalizan-
do la descomposicion de acetato de indoxilo aun en
presencia de estos plaguicidas. Lo anterior coincide
con lo establecido por Ibrahim et al. (1998), quienes
incubaron AChE in vitro extraida de Chironomus

riparius meigen en presencia de plaguicidas con
grupos quimicos organoclorados y piretroides, y
demostraron que no hay efecto sobre la actividad de
la AChE por estos compuestos.

Por otro lado, los carbamatos como el carbofu-
rano son compuestos organicos derivados de €steres
del acido carbamico, y al igual que los OF inhiben
la actividad AChE (Fig. 5). Aunque los compuestos
organofosforados y carbamatos pertenecen a grupos
quimicos diferentes, el mecanismo a través del cual
producen toxicidad es similar. Como ya se menciono,
este mecanismo se relaciona con la inhibicion de
AChE que da lugar a acumulacion de acetilcolina, lo
cual altera el funcionamiento normal de los impulsos
nerviosos e interfiere con la sinapsis. El grupo fun-
cional éster de los plaguicidas organofosforados y
los carbamatos podria ser, tedricamente, hidrolizado
por estas enzimas (Ménendez 2009). En comparacion
con los inhibidores organofosforados, el resto del
carbamato se hidroliza espontaneamente y se libera,
por lo que la AChE puede reactivarse. Esto sugiere
que los carbamatos tienen probablemente la capaci-
dad de unirse a través de interacciones no covalentes
(Pohanka 2011), lo cual explica el hecho de que
provoquen una inhibicién de la AChE, pero no tan
fuerte como la generada por los organofosforados.

CONCLUSIONES

Los plaguicidas organofosforados y carbamatos se
caracterizan por su capacidad para inhibir la enzima
AChE de manera selectiva, por lo que la medicion
de la actividad enzimatica puede proporcionar infor-
macion fiable para monitorizar posibles exposiciones
a estos contaminantes.

Con base en los resultados se establecio que el
sistema catalitico del extracto crudo de AChE de Ei-
senia foetida permite detectar la presencia o ausencia
exclusiva de plaguicidas organofosforados inhibido-
res de esta enzima. Plaguicidas como endosulfan y
cipermetrina no muestran inhibicion aparente debido
a las diferencias en su modo de accion.

El ensayo para monitorear plaguicidas in vitro es
una alternativa de analisis de bajo costo, con un con-
sumo minimo de reactivos y no requiere de personal
altamente capacitado. El acetato de indoxilo como
sustrato reactivo cromogénico es adecuado para la
evaluacion de este mecanismo de reaccion y puede
ser de gran utilidad como apoyo para el desarrollo
de nuevas tecnologias de deteccion que sugieran la
posible presencia de plaguicidas en concentraciones
tan bajas como 1 mg/L.
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