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RESUMEN

El principal uso de los pesticidas es combatir las plagas agricolas, aumentar el
rendimiento de las cosechas y disminuir el riesgo de pérdida. A pesar de esto, muchos de
los pesticidas, tales como los organofosforados y carbamatos, presentan una elevada
neurotoxicidad aguda e inespecifica. Las esterasas son enzimas de gran importancia en
la detoxificacion de plaguicidas debido a su mayor sensibilidad a estos que la
acetilcolinesferasa. La exposicion a pesticidas es un estresor energéticamente costoso
para los animales ya que deben destinar parte de su presupuesto energético hacia la
detoxificacion de tales compuestos. Muchos estudios han documentado el rol de las
esterasas en la detoxificacion de pesticidas en diversas especies animales, y otros han
documentado los costos energéticos asociados a estresores como el fifo y el parasitismo,
entre otros. Hasta donde conocemos, no existen estudios que relacionen la exposicion a
pesticidas con el metabolismo energético y sus consecuencias sobre la expresion de
esterasas y el consumo de oxigeno en animales. En este estudio se analizo el efecto de la
exposicién a dos concentraciones subletales de un pesticida organofosforado durante
cuatro semanas sobre el desarrollo de la codomiz japonesa (Coturnix coturnix japonica).
Se encontré que la exposicion a una dosis subletal del pesticida, produce un aumento en
los costos energéticos de mantencién y una disminucién de Ia capacidad termogénica en
el ave, Hacia el final del experimento se observd la inhibicion de la actividad esterasica,
lo que sugiere que estas enzimas desempefian un rol tamponeador o buffer, para asi

disminuir la concentracién del pesticida en el organismo.
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ABSTRACT

The main use of pesticides is to control crop plagues, increase crop yields and reduce the
risk of loss. Despite this, many of the pesticides, such as organophosphates and
carbamates, have high acute and nonspecific neurotoxicity. Esterases are important
enzymes in the detoxification of pesticides because its higher sensitivity to these that
acetylcholinesterase, Pesticide exposure is an energetically costly stressor for animals
because they have to use part of its energy budget in the detoxification of such
compounds. Many studies have documented the role of esterases in the detoxification of
pesticides in various animal species, and others have documented the energy costs
related to stressors such as cold and parasitism, among others. To our knowledge, there
are no studies linking pesticide exposure to energy metabolism and its impact on the
expression of esterases and oxygen consumption in animals. In this study the effect of
exposure to two sublethal concentrations of an organophosphate pesticide was analyzed
for four weeks on the development of the japanese quail (Coturnix coturnix japonica). It
was found that exposure to a sublethal dose of the pesticide, produces an increase in
energy maintenance costs and a decreased thermogenic capacity in the bird. Towards the
end of the experiment the inhibition of esterase activity was observed, suggesting that
these enzymes are fulfilling their role of buffer, thus decreasing the pesticide

concentration in the organism.



1 INTRODUCCION

1.1 Pesticidas

Durante décadas se han utilizado pesticidas para combatir las plagas agricolas, aumentar
el rendimiento de las cosechas y disminuir el riesgo de pérdida de éstas. En un principio
los organoclorados fueron los pesticidas de mayor uso, principalmente el DDT. Su uso
fue prohibido en la década de los 70's debido a que mostraba una elevada tasa de
acumulacién en los organismos no objetivo y una elevada persistencia ambiental. Los
pesticidas usados hoy en dia presentan una elevada neurotoxicidad aguda e inespecifica,
causan efectos en el comportamiento animal y pueden reducir el éxito alimenticio o
reproductivo y su habilidad para evitar la depredacion (Walker 2001). Entre estos, los
compuestos organofosforados (OFs) y carbamatos (CBs) son la clase de insecticidas mds

usados en el mundo (Sanchez et al., 1997).

El mecanismo de toxicidad aguda de los pesticidas OFs y CBs es la inhibicién
irreversible de la enzima acetilcolinesterasa (AChE EC 3.1.1.7) en el sistema nervioso y
neuromuscular (Maxwell, 1992; Chanda et al.,, 1997). Esta cataliza la hidrélisis del
neurotransmisor acetilcolina en las sinapsis colinérgicas causando una despolarizacion
permanente de la membrana de la célula postsinaptica. Las manifestaciones clinicas de

estos eventos moleculares reflejan un cuadro de respuestas propias del sistema nervioso



auténomo donde este tipo de sinapsis son abundantes produciéndose temblores,
salivacion, convulsiones, e incluso la muerte del organismo por paro cardio-respiratorio
(Maxwell, 1992). Ludke et al. (1975), establecieron un porcentaje de inhibicién de la
actividad AChE cerebral del 20 % de la actividad normal en la aves como un indice de
estrés frente a la exposicion a pesticidas OFs, mientras que un porcentaje del orden del
50 % o superior serfa responsable de la muerte del animal atribuible al OF. Por otro
lado, las ACHEs presentan polimorfismos genéticos y moleculares y sus distribuciones y
papeles fisiolégicos difieren entre las especies (Forget et al., 2002). En consecuencia
existe una amplia variabilidad interindividual de la actividad AChE en organismos no
expuestos a pesticidas, lo que dificulta la idenfificaciéon de individuos expuestos a
pesticidas a través de la comparacion de sus niveles de actividad AChE (Lundebye et al.,

1997).

En Chile, en el afio 2008, se vendieron casi 55 millones kg/l de plaguicidas
(SAG, Informe de venta de plaguicidas de uso agricola, 2008, Chile), del cual un 20 %
corresponde a insecticidas, rodenticidas y acaricidas (serie 1000). Dentro de esta serie, el
mas vendido es el Aceite Parafinico y en segundo lugar, el clorpirifés. El clorpirifos
[Acido fosforotioico O,0-dietil O-(3,5,6-tricloro-2-piridiniljester] es un insecticida
organofosforado de amplio espectro, que se usa para combatir las plagas de Escama de
San José (Diaspidiotus pernicius, Quadraspidiotus pernicius), Escama blanca
(Hemiberlesia rapax), Huevos de araiiita roja (Tetranychus urticae), Chanchitos Blancos
(Pseudococcus sp.), Conchuela grande café (Parthenolecanium persicae), Conchuela

café europea (Parthenolecanium corni), entre otras (Dow AgroSciences). Hay una gran




variedad de pruebas para comparar las distintas toxicidades de los productos quimicos,
pero el LCso (liquidos) o LDsg (solidos) (LCse median lethal concentration, LDsp median
lethal dose) son los mas ampliamente utilizados en los experimentos de dosis-respuesta.
El LCso/LDso representa Ia concentracion (LCsp) o la dosis (LDso) a la cual el 50 % de
la poblacién presenta una respuesta, en este caso, la muerte. En la tabla 2 se muesiran los

valores de LCsq 0 LDsp para el clorpirifos en distintos grupos de vertebrados.

Tabia 1; Propiedades fisicas y quimicas det Clorpirifos

Punto de ebullicién 74 °C, 165 °F

Presion de vapor Aprox. 46 mmHg a 20 °C
Densidad de vapor No determinada
Solubilidad en agua Se emulsifica

Gravedad especifica 1,18 (68/68 F)
Apariencia Liquido color rojo
Aroma Tipo solvente

Punto de ignicién (solvente) | 41 °C,96 °F

Método usado TCC

(Lorsban 4E, Hoja de seguridad, Dow AgroSciences Chile 5.A.)




Tabla 2: LCsy/LDsy para distintos grupos de vertebrados.

Grupo animal LCs/LDsy

Peces - agua fifa LCs: 3,0 ppb

Peces - agua tibia LCsp: 3,3 ppb

Peces - estuario LCso: 0,42 ppb

Pulga de agua LCso: 1,7 ppb

Ostra LCso: 34 ppb

Camaron LCsp: 0,035-0,11 ppb

Aves LDso: 8,4 - 112 mg/kg
LCsp: 136 - 423 ppm

Ratas LDsg: 137 mg/kg

Coturnix c. japonica | LCs: 492 ppm*

(14 dias)

Chlorpyrifos Pesticide Fact Sheet, Prepared for the U.S. Department of Agriculture, Forest Service by

Information Ventures, Inc.

*Hill & Camardese, 1986. Lethal Dietary Toxicities of Environmental Contaminants and Pesticides to

Coturnix

Una de las metodologias comimmente utilizadas para estimar el grado de
exposicién a compuestos OFs, es mediante biomarcadores. Los biomarcadores son
respuestas biolégicas a un nivel sub-individual que reflejan la exposicion a, y los efectos
toxicos de, uno o mas contaminantes (Peakall, 1992; van Gestel & van Brummelen,
1996). La inhibicion de la actividlad AChE cerebral ha sido el biomarcador mas
ampliamente usado para diagnosticar el envenenamiento o la simple exposicion a OFs
en una amplia variedad de organismos acudticos y terrestres (Domingues et al., 2010,
Fulton & Key, 2001; van der Oost et al., 2003). Sin embargo, una limitacién en el uso de
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la ACHE cerebral se encuentra en la naturaleza de su medida. Es necesario sacrificar al
animal para acceder a la determinacion enzimética, lo que en muchas ocasiones no es
posible debido al estado de proteccion de algunas especies o simplemente debido al bajo

nimmero de individuos disponibles en el sitio de estudio.

Este problema ha llevado a buscar indices de exposicion a pesticidas alternativos,
como es el caso de las enzimas butirilcolinesterasa (BChE, EC 3.1.1.8), carboxilesterasa
(CbE, EC 3.1.1.1) asi como la misma actividad AChE pero en tejidos que no supongan
un riesgo para la salud del organismo (Leite et al., 2010). Estos ejemplos son utilizados
como biomarcadores no destructivos y se clasifican en el grupo de las esterasas del tipo-
B. Segan esta clasificacion tenemos las esterasas tipo-A, las cuales son capaces de
hidrolizar los compuestos OFs; las esterasas tipo-B que son inhibidas por compuestos
OFs, y finalmente las esterasas tipo-C, que no interactuan con dichos compuestos

(Aldridge, 1953).

Varios estudios han reportado que las CbEs y BChE poseen una mayor
sensibilidad que la AChE cerebral frente a la accion inhibitoria de los insecticidas OFs
(Wogram et al., 2001; Fourcy et al., 2002; Galloway et al., 2002; Wheelock et al., 2008;
Sanchez-Hemandez & Wheelock 2009), y ademas se le ha atribuido un rol de "buffer” a
estas esterasas sanguineas (Russel & Overstreet, 1987, Sanchez et al., 1997). Gracias a
esta mayor sensibilidad a los pesticidas OFs, estas enzimas actilan como "bioscavengers”
que capturan las moléculas de OF circulantes, reduciendo la concentracion del
insecticida en el objetivo molecular, que en este caso es la AChE cerebral. Esta

particularidad, hace que las esterasas sanguineas sean consideradas como indicadores de
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susceptibilidad; su alta sensibilidad hacia los insecticidas OFs y sus niveles de actividad
contribuyen a Ia tolerancia de los organismos al impacto agudo de los insecticidas OFs
(Masson & Lockridge, 2010; Wheelock et al., 2008). A pesar de que las esterasas se
encuentran en muchos tejidos, se sintetiza principalmente en el higado y luego se secreta
hacia la circulacién a través del aparato de Golgi (Medda & Proia, 1992; Robbi &
Beaufay, 1991 & 1992; Murakami et al., 1993; Yan et al., 1995). Debido a su gran
importancia en la detoxificacion, el higado es un biomarcador muy popular a la hora de
evaluar la exposicion a pesticidas. Otro tejido importante frente a la accién de sustancias
toxicas es el intestino delgado, ya que el tracto gastrointestinal es el principal epitelio de
absorci6n de pesticidas. Se ha postulado que la presencia de esterasas en los enterocitos
del intestino delgado podria actuar como una barrera bioquimica reduciendo el paso de

pesticidas al medio interno del animal (Sanchez-Hernandez et al., 2009).

Otro aspecto que fambién es considerado, es la duracion de la exposicion al
plaguicida. Esta puede ser aguda (efectos adversos que ocurren dentro de un tiempo
corto -hasta 14 dias- después de la administracion de una sola dosis o después de
multiples dosis -dentro de 24 horas) o cronica (efectos que persisten por un largo
periodo de tiempo cuando se expone a un individuo a un toxico de forma constante o
repetidamente) (IUPAC, Compendium of Chemical Terminology, 2da ed. "Gold Book"
1997. Versién online 2006). La duracion de la exposicién varia la intensidad de los
efectos y la potencial recuperacién del individuo (Domingues et al., 2010). Se ha
descrito la toxicidad aguda del clorpirifos en ratas, con un LDsg oral que va desde 69 a

276 mglkg (Gaines 1969). Los principales efectos observados debido a toxicidad




subcronica corresponden a sintomas colinérgicos y depresion de las actividades
colinesterdsicas del plasma y de glébulos rojos (Cochran et al. 1995). Dow (1964)
observé que el nivel donde no se observan efectos (NOEL, "no-observed-effect level™)
para sintomas colinérgicos debido a exposicién oral en perros fue de 1,8 mg/kg/dia
durante 90 dias, El NOEL subcrénico para la inhibicion de la actividad esterasica en
plasma y globulos rojos en ratas fue de 1 mg/kg/dia (Szabo et al., 1988). La toxicidad
cronica en ratas causa una significativa reduccién de la masa corporal cuando se le
administrd una dosis durante toda su vida de 10 mg/kg/dia. También se pudo observar
depresion en la actividad colinesterasica del plasma, gldbulos rojos y del cerebro (Young

& Grandjean, 1988).

1,2 Esterasas

1.2.1 Actividad y funcion fisiolégica

Las carboxilesterasas (EC, 3.1.1.1), llamadas también aliesterasas, corresponden
a un grupo de enzimas hidrolasas que se caracterizan principalmente por romper €steres
carboxilicos de cadena corta (< 10 dtomos de carbono) para obtener el correspondiente
alcohol y 4cido carboxilico (Leite et al, 2010; Sanchez-Hernandez & Wheelock 2009),

pero también hidrolizan ésteres del acido fosforico, tioésteres y anhidridos. Las CbEs




juegan un papel importante en el metabolismo de lipidos, esteroides y un amplio grupo
de drogas. Este grupo de enzimas son importantes en la detoxificacion de pesticidas
OFs, carbamatos y piretroides (Sanchez-Hernandez & Wheelock 2009). Las CbEs son
sintetizadas principalmente en el higado y posteriormente son liberadas al torrente
sanguineo, donde permanecen como enzimas solubles. Se encuentran en otros tejidos
como el intestino delgado, rifiones musculos, corazén, cerebro, pulmones, testiculos,

tejido nasal y respiratorio, tejido adiposo y leucocitos (Satoh & Hosokawa, 1998).

La butirilcolinesterasa (EC, 3.1.1.8) actiia como un refuerzo para la AChE y
ademas como "bioscavengers” que capturan los toxicos que puedan inhibir la actividad
acetilcolinesterésica, ya sean fabricados por el hombre o de origen natural. Los
compuestos formulados por el hombre incluyen agentes nerviosos OFs, pesticidas OFs,
carbamatos y las drogas donepezil y rivastigmina (Duysen et al., 2007, Casida &
Quistad, 2004). Entre los compuestos de origen natural se encuentran la physostigmina
(también llamada eserina) en el haba de Calabar, cocaina de la planta Erythroxylum
coca, solanidina en las papas verdes, huperzina A del musgo Huperzia serrata, y la
anatoxina-a(S), un OF en algas verdeazules (Mahmood & Carmichael, 1987). La BChE
hidroliza una variedad de esteres como la acetilcolina, propionilcolina y butirilcolina, la
cual ha sido encontrada en el epitelio comeo bovino (Reubsaet & Ringvold, 2005), y en
el cerebro bovino (Henschler & Hoppe Seylers, 1956) pero con una funcién
desconocida. La aplicacion local de butirilcolina en neuronas cardiacas intrinsecas
aumenta la actividad neuronal (Darvesh et al., 1998), sugiriendo que puede actuar como

un neurotransmisor, La BChE ha sido encontrada en casi todos los tejidos incluyendo el




plasma, higado, cerebro, misculo, saliva, rifiones, corazén, recubrimiento de vasos
sanguineos, piel, colon, intestino delgado, bazo, y pulmones (ver AceView en NCBI

database).

1.2.2 Contribucién de las esterasas en toxicologia ambiental

Las CbEs son una herramienta que ha ido ganado terreno en la ecotoxicologia
gracias a su uso como biomarcador no destructivo de exposicién a pesticidas. Al
interactuar la CbE con el OF, se produce una inhibicién irreversible de la actividad
esterasica ademas de una disminucién de la concentracién del pesticida biologicamente
activo (Chanda et al., 1997). La inhibicién de la CbE debido a pesticidas no causa
manifestaciones téxicas en el organismo, por lo que se considera a estas esterasas como
un biomarcador de sensibilidad a pesticida (Rodriguez-Castellanos et al., 2007;
Lajmanovich et al., 2008). Estas hidrolasas llevan a cabo la detoxificacién de pesticidas
mediante dos vias principales: hidrélisis del enlace éster (CBs, piretroides y los OFs que
presenten este tipo de enlace) y por unidn irreversible del pesticida (OFs) al sitio activo

de 1a CbE (Maxwell 1992; Wheelock et al., 2005; Crow et al., 2007).

La BChE también se ha transformado en un biomarcador de gran interés para
evaluar la exposicién a plaguicidas, Tal como sucede con las CbEs, al unirse con el
toxico, se produce una inhibicion de la BChE. La inactivacién de €stos t6xicos por parte

de la BChE ocurre por hidrdlisis o por union reversible o irreversible. Al unirse a la
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BChE, ésta se inhibe, pero esta inhibicién no produce efectos adversos conocidos

(Masson & Lockridge, 2010).

1.2.3 inhibiciones esterdsicas mediadas por pesticidas organofosforados

Diversos estudios han documentado el efecto y la inhibicién sufrida por las
esterasas a raiz de la exposicion a pesticidas. Por ejemplo, Laguerre et al., (2009)
observaron como los insecticidas organofosforados inhibian significativamente las CbEs
de los homogenados del caracol Xeropicta derbentina (ademds de observar una mayor
sensibilidad a tales pesticidas comparadas con la AChE). La inhibicién de CbEs también
ha sido observada en vertebrados. Sanchez-Herndndez et al. (1997) observaron una
inhibicién de >40 % en BChE y <50 % en CbE en el suero de Gallotia galloti en la isla
de Tenerife (Islas Canarias) después de estar expuestos a paratién. También observaron
inhibicién de estas esterasas en 2 especies de aves expuestas al pesticida en la misma
isla. Ademas, se ha observado que en renacuajos desarrollados, el diazinon inhibe la
actividad CbE (Leite et al., 2010). En el estudio de Fossi et al. (1992) se expusieron
codornices japonesas (Coturnix ¢. japonica) a dos dosis de pesticidas, un OF y un CB.
Después de 24 hrs de la administracién se observaron inhibiciones casi de un 100 % en
BChE del plasma y de entre 40 % y 80 % en CbE plasmética. Cabe destacar que Ia
actividad esterasica es muy importante en las primeras etapas del desarrollo de los

organismos. Algunos estudios han documentado que las actividades CbE y BChE
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exhiben mayores niveles durante las primeras semanas de vida. En un estudio con
embriones del pez Danio rerio se muestra que la actividad CbE es elevada desde edades
tempranas del animal en comparacién con la actividad colinesterdsica, otorgéndole lo
que puede ser un rol exclusivo en la detoxificacidn de pesticidas durante el desartrollo
embrionario del pez (Kuster, 2005). En codornices se observa algo similar, ya que
durante las dos primeras semanas de vida, el tejido intestinal presenta una actividad
esterasica mayor que la detectada a partir de la tercera semana de vida del ave

(Gonzéilez-Vejares, datos no publicados).

1.3 Metabolismo energético y detoxificacion

Segan el principio de asignacién de energia, cuando ésta es asimilada por los
animales adultos es destinada a dos demandas o funciones basicas, mantenimiento y
produccién (Congdon et al., 1982, 2001; Weiner 1992; McNab 2002). Los costos de
mantenimiento son esenciales para la continuidad de la vida e incluyen el mantenimiento
estandar (ej.: costos basales energéticos) y el mantenimiento de la actividad (energia
necesaria para forrajeo, ritmos circadianos y digestion), mientras que la energia
destinada a la produccion , se puede dividir al crecimiento y reproduccion (Congdon et
al., 1982). Cuando la disponibilidad de energia es limitada, los costos energéticos
necesarios para la vida son una prioridad, mientras que la energia destinada hacia altos

niveles de actividad y reproduccion se ve restringida (Lucas 1996; McNab 2002). En
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este sentido, los animales se ven enfrentados regularmente a estresores y estos pueden
ser energéticamente costosos debido a diversas razones que incluyen el despliegue de
procesos que brindan una proteccién ante tales estresores o libran al cuerpo del estresor,
y cambian la concentracion de hormonas del estrés (Morgan & Iwama, 1996). Los
estresores también pueden disminuir la eficiencia con la que se asimila la energia (Baird
et al., 1990), alterar la accesibilidad a la energia en el ambiente (Hopkins et al., 2004) y
afectar el gasto energético asociado con la actividad (Congdon et al., 2001). A pesar de
que el costo energético de la exposicion y la detoxificacién de pesticidas ha sido
estudiado en peces y en algunos lacértidos (Rice, 1990; Beyers & Sikoski 1994; Beyer et
al., 1998; DuRant et al., 2007; McCarthy & Fuiman 2008), hasta donde sabemos, no

existen estudios acerca de 1os costos energéticos de detoxificacion en aves.

Debido a que la tasa metabolica depende de multiples factores bibticos y
abioticos en endotermos, las comparaciones entre temporadas o especies requieren de
mediciones estandarizadas de las tasas de gasto de energia. La més comin de estas
estandarizaciones es la tasa metabolica basal (BMR) o la tasa metabolica de reposo
(RMR). Generalmente sitve como una linea base para comparaciones de costos
metabolicos de actividades entre especies (Kersten & Piersma 1987; Bennett & Harvey
1987; McNab 1988; Trevelyan et al., 1990; McKechnie & Wolf 2004; McKechnie et al.,
2006; White et al., 2007; Wiersma et al., 2007). Tedricamente, el BMR es la tasa
metabodlica minima requerida para mantencion en endotermos. Se mide dentro de la zona
termoneutral bajo condiciones digestivas postabsortivas durante la fase de descanso del

ciclo diario en animales en reposo, sin crecimiento y no reproductivos (McNab 1997).
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Cuando alguna de estas condiciones no se cumplen, es decir, el individuo es juvenil en

crecimiento o se encuentra en época reproductiva, se puede utilizar el RMR.

Otra medida estandarizada de la tasa metabdlica es Ja tasa metabdlica maxima
durante la actividad (MMR). Comparaciones de MMR en aves no son posible
actualmente, ya que MMR durante el vuelo no ha sido convincentemente medido debido
a las dificultades técnicas asociadas con la verificacion de que el consumo de oxigeno
durante el vuelo sostenido ha alcanzado efectivamente los valores maximos. Una medida
estandarizada alternativa al MMR que ha sido mas comun en las comparaciones es ¢l
metabolismo maximo de termorregulacion [Mey,, (Swanson et al., 1996), también
conocido como tasa metabélica peak inducida por el frio (PMRc), (Wiersma et al.,
2007)] o maxima capacidad termogénica. M., se define como la tasa metabolica
mdxima alcanzada por aves sometidas a exposicion al frio. Atmésferas de helio-oxigeno
(helox) han sido utilizadas para generar las mediciones de M,y {Saarela et al., 1995;
Dawson & Carey 1976, Hart 1962) debido a que facilitan pérdidas de calor sin

perjudicar las funciones metabdlicas (Rosenmann & Morrison 1974).

Considerando estas dos medidas estandarizadas del consumo de oxigeno (RMR y
M) se puede obtener ofro indicador del metabolismo energético: la expansion
metabolica (metabolic expansibility, ME), que corresponde a la razon de la tasa
metabolica mixima sobre la minima (Mgm/RMR)(Swanson 2010; Hinds et al., 1993;
Swanson et al., 2012) y se define como la capacidad de un organismo para incrementar
su nivel de produccion de calor para un tamafio dado de la maquinaria metabdlica

(Cooper & Swanson 1994; Arens & Cooper 2005). Por lo tanto, variaciones en ME
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deberian entregar informacion para evaluar ajustes de los costos de mantencion
fisiolégicos y de capacidad termogénica. En los mamiferos, ME es tipicamente entre 4 y
8, pero puede alcanzar valores superiores a 10 (Careau 2013; Hinds et al., 1993). Para el
caso de las aves, el valor de ME es parecido a los mamiferos, con valores méximos de 9
- 9.5 (Arens & Cooper 2005; Van de Ven et al., 2013). Por ejemplo, Canals et al. (2011),
reportaron que la maxima capacidad metabélica en codornices (RMR y Mum) se alcanza
a los 10 dias de vida, para luego descender hasta Ia adultez. Estos resultados concuerdan
con los estudios previos de Freeman (1967), McNabb & McNabb (1977) y Burggren

(1989).
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2 HIPOTESIS

Hasta donde conocemos, no existen estudios que relacionen la exposicion a pesticidas
organofosforados con el metabolismo energético y sus consecuencias sobre las esterasas
y el consumo de oxigeno en algiin organismo. Debido a esta ausencia de informacion, en

esta investigacion se estudiaran tales efectos.

Considerando que la exposici6n a pesticidas provocaria un gasto energético y de
nutrientes asociado a la detoxificacion, la exposicién a clorpirifés provocaria un

desbalance en el presupuesto de materia y energia.

Como consecuencia de dicho desbalance, esperamos encontrar i) una
disminucién en la masa corporal de las codornices en desarrollo debido al uso de una
mayor cantidad de energia destinada a la detoxificacion, ii) una menor capacidad en el
consumo de oxigeno bajo dos condiciones distintas, iii) un menor tamafio en los drganos
de las codornices debido a la menor cantidad de energia utilizada en la produccién de
tejidos, y finalmente iv) una mayor inhibicién de la actividad esterasica, al capturar las

moléculas de OF circulantes.
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3 OBJETIVOS

Una gran cantidad de estudios dan cuenta de los efectos de la exposicién a pesticidas
durante la ontogenia; tales como el efecto en el desarrollo del sistema nervioso,
mutaciones génicas, mutaciones cromosomicas, efectos en el comportamiento, entre
otros. Sin embargo, no existen estudios que detallen los efectos sobre la maquinaria
detoxificadora y el costo energético que ésta presenta. Es por ello que en esta tesis se
estudi6 el efecto de la exposicion a dos concentraciones subletales de un pesticida
organofosforado durante cuatro semanas sobre el desarrollo de un modelo de ave,
Coturnix coturnix japonica. Como las CbEs se componen de multiples isoenzimas
inespecificas, se utilizaron dos sustratos distintos para la caracterizacion de la actividad

de esta hidrolasa.
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3.1 Objetivos especificos

1. Cuantificar el gasto energético asociado a la detoxificacién de pesticidas

organofosforados.

2. Observar el efecto de la exposicion subcronica sobre el desarrollo de los

Organos.

3. Observar la variacién de los niveles de actividad CbE y BChE en tres tejidos
(intestino delgado, higado y plasma sanguineo) expuestos a distintas

concentraciones de pesticida.
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4 MATERIALES Y METODOS -

4.1 Reactivos

Los reactivos quimicos que fueron utilizados para los ensayos de CbEs y BChE fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich (Santiago, Chile} y son los siguientes: a-naftil acetato (o-
NA), 4-naftil acetato (4-NPA), yoduro de butiriltiocolina (BTCI), 4-nitrofenol y sal de
diazonio Fast Red ITR, el cual es un croméforo utilizado para la deteccion de naftoles.
Las soluciones de los sustratos a-NA y 4-NPA fueron preparadas en etanol,
conservandose a 4-5 °C en un congelador. El clorpirifos fue adquirido en una de sus
formas comerciales (Lorsban 4E, 48% ingrediente activo) a través de la empresa CALS

(Santiago, Chile).
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4.2 Tratamientos

Un total de 66 codornices de 15 dias fueron adquiridas en un criadero comercial
(Santiago, Chile), y separadas al azar en tres grupos experimentales (n=18 cada grupo).
Cada grupo fue sometido a un tratamiento durante cuatro semanas; un grupo control, un
grupo expuesto a 10 ppm del pesticida organofosforado, y el tltimo expuesto a 20 ppm.
Se escogieron estas bajas concentraciones, las cuales corresponden al 2 % y al 4 % del
LCso (492 ppm) de codornices expuestas a clorpirifés (Hill & Camardese, 1986), para
evitar la muerte de los individuos. Ademis el profocolo experimental contemplé un
tiempo de exposicion de 30 dias, debido a que esta especie alcanza la madurez sexual a
los 45 dias de vida, momento en el que comienza la postura de huevos. Des esta manera,
se evitd trabajar con individuos que potencialmente presentaran un gasto energgtico
extra asociado a la reproducci6n. Los tres grupos fueron mantenidos con agua y comida
ad libitum y un fotoperiodo de L:D 12:12 en una habitacion termorregulada (2542 °C).
El primer dia fueron sacrificados 12 individuos mediante exposicion a CO, se les midié
la masa corporal, fueron disecados abdominalmente y sus érganos extraidos y pesados.
Fl intestino de cada individuo fue lavado con una solucidn de NaCl (0.9 % p/v), medido
(0.5 mm), pesado (+0.0001 g) y finalmente congelado y guardado a -80 °C en un
congelador. El higado también fue pesado y guardado a -80 °C. Posteriormente, cada
semana se sacrificaron 12 individuos (4 de cada tratamiento), a los cuales se les
extrajeron los organos y se congeld el higado e intestino, siguiendo el método antes

descrito. Muestras de sangre (75 pL) fueron tomadas desde la vena braquial cada
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semana a individuos de los tres tratamientos, luego fueron centrifugadas a 5.000 rpm

durante 5 minutos, el plasma fue separado y congelado a -80 °C.

4.3 Consumo de oxigeno

Las mediciones de consumo de oxigeno (VO,) se realizaron mediante un sistema de
respirometria de flujo abierto (Sable Systems, Nevada). La determinacion individual de
la tasa metabélica de reposo (RMR) fue llevada a cabo en una camara de acero de 2
litros a 30+0,5 °C. La cdmara metabélica recibié aire seco a una tasa de 500 mL/min,
para asegurar una correcta mezcla de aire, el CO, fue removido y el aire fue secado antes
de entrar y después de dejar la camara. El oxigeno fue monitoreado cada 5 segundos.
Todas las mediciones fueron realizadas durante la fase de descanso (entre las 18:00 y las
07:00 hrs). Bl My, fue determinado en una atmésfera de He-O, (80-20 %, INDURA,
Chile). La cdmara metabélica recibié la mezcla de gases seca a 500 mL min’ y la
temperatura de la cAmara fue monitoreada constantemente (-15+2 °C). La mezcla de aire
pasé a través de absorbentes de CO, y H,O (Baralyme y Drierita) a la entrada y a la
salida de la camara. Las mediciones fueron detenidas cuando la reduccion del consumo
de VO, fue evidente. Para corroborar que los animales salieron hipotérmicos de la
camara metabolica, la temperatura corporal (Tc) fue medida con una termocupla intra-
rectal (£0,1 °C) después de cada medicion. Sélo se consideraron las mediciones en que

las aves presentaron hipotermia (i.e., Tc <35 °C).
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4.4 Determinacion de la actividad Carboxilesterasa

La actividad CbE fue determinada espectrofotométricamente mediénte un lector de
microplacas Thermo Scientific Multiskan GO a 25 °C, utilizando los sustratos a-NA y 4-
NPA. La actividad especifica fue expresada como mU mg” proteina total (1U = 1 pmol
min” en las condiciones experimentales descritas), La proteina total fue cuantificada
siguiendo el método de Bradford (1976) utilizando albimina bovina sérica como
estandar. La actividad CbE usando a-NA fue determinada segin Bunyan et al. (1968)
adaptado de Gomori (1953). El medio de reaccién (250 pL, volumen final) contenia
Tris-HC1 0.1 M (pH 7.4) y o-NA 20 mM, y fue incubada durante 10 minutos a 25 °C
con la muestra. La formacién de o-naftol fue detenida afiadiendo 50 mg Fast Red ITR
0,1 % en una mezcla de SDS 5 %/ Triton X-100 5 %. Las soluciones se mantuvieron
durante 30 minutos a 25 °C y en oscuridad. La absorbancia del complejo naftol-Fast Red
ITR fue leida a 530 nm, La actividad de CbE usando 4-NPA fue determinada siguiendo
el método de Chanda et al. (1997). El medio de reaccion (250 pl, volumen final)
contenia Tris-FICI 0.1 M (pH 7.4) con la muestra de intestino. Se inicié la reaccién
afiadiendo 10 pL. de 4-NPA 20 mM. La reaccién fue detenida después de 10 minutos
aftadiendo 50 pL de SDS 2 % en Tris, 2 %. La formacion de 4-nitrofenol fue

monitoreada a 405 nm y cuantificada utilizando una curva estdndar de 4-nitrofenol.
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4.5 Determinacion de la actividad Butirilcolinesterasa

La actividad Butirilcolinesterasa fue determinada segiin Wheelock et al. (2005) adaptado
de Ellman et al. (1961). El medio de reaccién (200 pL, volumen final) contenia tampon
fosfato 0.1 M (pH 8.0) con DTNB 10 mM y la muestra. La reaccion fue iniciada con Ia
adicién de BTCI 60 mM vy la formacion del producto fue monitoreada durante 8 minutos

a412 nm,

4.6 Andlisis estadisticos

En primer lugar se realizd una prucba de ANOVA de medidas repetidas para comprobar
las diferencias entre las masas corporales de los individuos durante todo ¢l tratamiento.
Este mismo test estadistico se llevo a cabo para ver si la exposicion al pesticida tenfa
algin efecto significativo sobre el consumo de oxigeno de las aves (RMR y Moum). Para
establecer la variacién en el tamafio de los organos entre los distintos tratamientos, se
utilizé un ANCOVA con la masa corporal como covariable, ademas de un ANOVA con
el peso de los érganos expresado como % de la masa corporal. Finalmente, la inhibicion
de las esterasas (CbE-4NPA; CbE-oNA y BChE) fue comparada entre tratamientos y
semanas utilizando ANOVA de 2 vias. Para comprobar que la distribucion de los datos

se ajustd o no a una distribucién normal, se realizé la prueba de Kolmogorov-smirnov,
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seguida de la prueba de Shapiro-Wilks. Los analisis estadisticos y representaciones
graficas fueron realizados utilizando los programas Statistica 7.0 y SigmaPlot 10.0,

respectivamente.
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5 RESULTADOS

5.1 Masa corporal

Al comienzo del experimento (semana 0, edad: 15 dias) la masa corporal tuvo un valor
promedio de 60,79 + 8,9 g, llegando a un valor de 137 £ 8,43 g para la dltima semana
del experimento (edad: 45 + 3 dias). No se registraron diferencias significativas en la
variaciéon de la masa corporal a lo largo del experimento para los tres tratamientos

(ANOVA 2 vias: Fg73y=0,23; p=0,98; figura 1).
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Figura 1: Variacion de la masa corporal durante las 4 semanas del experimento para los tres tratamientos a

los que fueron sometidos las codornices (promedio + DE, n= 6 para cada tratamiento).

5.2 Tasa metabdlica de reposo y Mym

La tasa metabdlica de reposo fue significativamente diferente cuando se midié en la
semana tres con respecto a la semana uno (ANOVA medidas repetidas: F 8= 2,77, p =
0,047; figura 2). Especificamente se observa un mayor consumo de oxigeno después de
tres semanas. Para el caso del metabolismo maximo, las diferencias no fueron

significativas (ANOVA medidas repetidas: F 4= 2,58; p=0,19; figura 3) pero aun asi,
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se puede apreciar una tendencia a la disminucion del consumo de oxigeno cuando los

individuos han sido expuestos al organofosforado durante cuatro semanas.
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Figura 2: Promedio (+EE, n tratamiento = 6) de la tasa metabolica de descanso. Las mediciones fueron

realizadas la primera y tercera semana desde que se inicio el experimento.
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Figura 3: Promedio (+EE, n tratamiento = 6) del metabolismo cumbre. Las mediciones fueron realizadas

la segunda y cuarta semana desde que se inicio el experimento.
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5.3 Expansion metabdlica

Los valores de ME (Mun/RMR) no presentaron diferencias significativas después de

que las codornices estuvieran cuatro semanas expuestas al organofosforado (ANOVA

medidas repetidas: Fy 4= 0,36; p = 0,83; tabla 3). A pesar de esto, se observa que el

valor de ME, hacia el final del experimento (Mume/RMR3), aumentd en el control y

disminuyé en ambos tratamientos con el plaguicida (10 ppm: 42,7 % de disminucion; 20

ppm: 67,6 % de disminucion).

Tabla 3: Promedio (+EE) de tasa metabdlica de descanso, metabolismo cumbre y expansién metabdlica.

Los subindices en RMR y M, corresponden 2 las semanas en que fueron realizadas las mediciones.

Control 10 ppm 20 ppm F gl P
RMR, (mL O; min) 1,89+0,14 241027 249+0,19 246 2,15 0,12
RMR; (mL O min™) 3,70£022  3,59+1,15 3,63+0,01 121 2,15 0,33
Moz (mL O, min?) 4,57+ 1,16 957+1,02 10,16+048 3,82 2,10 0,058
Mos (ML O min™)  11,64+0,61 781104 4,84+125 14,8 2,3 0,028
ME (Meum2/RMR ) 239+060 405:037 4,10£017 3,65 2,10 0,064
ME (Msua/RMR3) 3,15+£0,02 232+045 133034 7,76 23 0,065

27



5.4 Efecto sobre los drganos

La variacién de la masa de los érganos durante las cuatro semanas en los tres
tratamientos se examind con un ANOVA de 2 vias, con los datos expresados como % de
la masa corporal. Con excepcion del rifion, todos los érganos analizados presentaron
diferencias significativas en al menos uno de los factores considerados (Semana,
Tratamiento, Semana*Tratamiento). Los unicos Organos que sufrieron un efecto
significativo a rafz de los tratamientos fueron el intestino grueso, la molleja y la cloaca.
En la tabla 4 se muestran los valores de F y de p de cada 6rgano. Las figuras 4 a ©

muestran las diferencias obtenidas después de una prueba a posteriori de Tukey.
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Tabla 4: ANOVA de 2 vias (semana y tratamiento) para la masa de los drganos de codornices expuestas a

clorpirifos.

Organo Efecto F gl p

Higado Semana 18,83 3,37 <0,001*
Tratamiento 0,48 2,37 0,62
Semana*Tratamiento 2,5 6,37 0,039*

L D. Semana 21,4 3,37 <0,001*
Tratamiento 1,83 2,37 0,17
Semana*Tratamiento 1,67 6,37 0,16

1L G Semana 15,02 337 <0,001*
Tratamiento 5,15 2,37 0,01*
Semana*Tratamiento 2,87 6,37 0,021*

Rifién Semana 1,87 3,37 0,15
Tratamiento 1,04 2,37 0,36
Semana*Tratamiento 0,66 6,37 0,68

Molleja Semana 14,39 3,37 <0,001*
Tratamiento 5,94 2,37 <0,01*
Semana*Tratamiento 1,38 6,37 0,25

Corazén Semana 11,16 3,37 <0,001*
Tratamiento 1,04 2,37 0,36
Semana*Tratamiento 1,52 6,37 0,2

Cloaca Semana 6,92 3,37 <0,001*
Tratamiento 5,69 2,37 <0,01*

Semana*Tratamiento 0,97 6,37 0,46
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Figura 4: Porcentaje de la masa del higado en relacion a la masa corporal total (promedio +EE, n

tratamiento = 16) en codornices expuestas a tres tratamientos de pesticida durante 4 semanas. Letras

distintas indican diferencias significativas (p<0,05) después de una prueba a posteriori de Tukey.

65

6.0 §

55

5.0 1

4.5 1

% |. Delgado

4.0 4

35 1

30-

abcde |

B Contro!
10 ppm
EEN 20epm

Semana l

Semana 2 Semana 3 Semana 4

Figura 5: Porcentaje de la masa del intestino delgado en relacion a la masa corporal total (promedio +EE,

n tratamiento = 16) en codornices expuestas a tres tratamientos de pesticida durante 4 semanas. Letras

distintas indican diferencias significativas (p<0,05) después de una prueba a posteriori de Tukey.
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Figura 6: Porcentaje de la masa del intestino grueso en relacion a la masa corporal total (promedio +EE, n
tratamiento = 16) en codornices expuestas a tres tratamientos de pesticida durante 4 semanas. Letras

distintas indican diferencias significativas (p<0,05) después de una prueba a posteriori de Tukey.
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Figura 7: Porcentaje de la masa de la molleja en relacion a la masa corporal total (promedio +EE, n
tratamiento = 16) en codornices expuestas a tres tratamientos de pesticida durante 4 semanas. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05) después de una prueba a posteriori de Tukey.
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Figura 8: Porcentaje de la masa del corazon en relacion a la masa corporal total (promedio +EE, n
tratamiento = 16) en codornices expuestas a tres tratamientos de pesticida durante 4 semanas. Letras

distintas indican diferencias significativas (p<0,05) después de una prueba a posteriori de Tukey.
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Figura 9: Porcentaje de la masa de la cloaca en relacion a la masa corporal total (promedio +EE, n
tratamiento = 16) en codornices expuestas a tres tratamientos de pesticida durante 4 semanas. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05) después de una prueba a posteriori de Tukey.
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Ademas se realizé un ANCOVA con la masa de los organocs considerando la

masa corporal como covariable. La cloaca es el tmico érgano que presenta diferencias

significativas considerando el tratamiento al que fueron sometidas las codornices. En la

tabla 5 se muestran los valores de F y de p de cada 6rgano.

Tabla 5: ANCOVA para la masa de los 6rganos de codornices expuestas a clorpirifos.

Organo Efecto F gl p
Higado Semana 12,63 3,36 <0,001*
Tratamiento 0,22 2,36 0,81
Semana*Tratamiento 2,35 6,36 0,051
LD Semana 1207 3,36 <0,001*
Tratamiento 0,14 2,36 0,87
Semana*Tratamiento 1,15 6,36 035
LG Semana 1,62 3,36 0,2
Tratamiento 0,66 2,36 0,52
Semana*Tratamiento 1,18 6,36 0,34
Rifién Semana 2,95 3,36 0,045*
Tratamiento 0,26 2,36 0,77
Semana*Tratamiento 0,96 6,36 0,46
Molleja Semana 5,04 3,36 <0,01*
Tratamiento 1,64 2,36 021
Semana*Tratamiento 0,8 6,36 0,57
Corazon Semana 6,4 336 <0,01%
Tratamiento 0,98 2,36 0,38
Semana*Tratamiento 1,57 6,36 0,18
Cloaca Semana 3,54 3,36 0,025*
Tratamiento 5,72 2,36 <0,01*
Semana*Tratamiento 0,57 6,36 0,75
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5.5 Esterasas

Al realizar un ANOVA de 2 vias, se observa que para todos los casos (salvo la BChE
hepatica), la actividad esterdsica varia significativamente con el tiempo (tabla 6). Se
puede observar que las primeras dos semanas del experimento no existe un patrén claro,
pero hacia la tercera y cuarta semana se ve un aumento de la actividad de las tres
esterasas (figuras 10 a 18). El efecto del tratamiento también es significativo en la
mayoria de los casos (con excepcion de la BChE intestinal, CbE-4NPA hepética y BChE
hepética), donde ambos tratamientos con pesticida {10 ppm y 20 ppm) presentan una
menor actividad esterdsica en comparacion con ¢l control, registrando inhibiciones hasta

de un 66% para el caso de la BChE plasmatica.
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Tabla 6: ANOVA de 2 vias (semana y tratamiento) para la actividad esterisica de codornices expuestas a

clorpirifés.
Tejido Esterasa Efecto F gl P
I. D. CbE-4NPA Semana 631 3,36 <0,01*
Tratamiento 456 236 0,017*
Semana*Tratamiento 0,84 6,36 0,55
CbE-aNA  Semana 3,19 3,36 0,035*
Tratamiento 9.8 236 <0,01%*
Semana*Tratamiento 1,6 6,36 0,17
BChE Semana 298 336 0,04*
Tratamiento 2,58 236 0,09
Semana*Tratamiento 0,57 636 0,75
Higado CbE-4NPA  Semana 434 3,36 0,01*
Tratamiento 3,07 2,36 0,058
Semana*Tratamiento 1,09 6,36 0,38
CbE-aNA  Semana 551 336 <0,01*
Tratamiento 567 2,36 <0,01*
Semana*Tratamiento 0,37 6,36 (0,89
BChE Semana 1,15 336 035
Tratamiento 22 23 0,12
Semana*Tratamiento 0,54 6,36 0,77
Plasma Sanguineo CbE-4NPA  Semana 3,59 3,36 0,02*
Tratamiento 802 236 <0,001*
Semana*Tratamiento 2,18 6,36 0,06
CbE-aNA  Semana 565 336 <0,01*
Tratamiento 747 2,36 <0,01*
Semana*Tratamiento 1,88 6,36 0,1
BChE Semana 3,08 3,36 0,035*
Tratamiento 544 236 <0,01%*
Semana*Tratamiento 2,49 6,36  0,034*
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Figura 10: Promedio (EE, n total = 49) de actividad especifica de CbE-4NPA en el intestino delgado de

codornices expuestas a tres tratamientos de pesticidas durante cuatro semanas. Letras distintas indican

diferencias significativas (p<0,05) después de una prueba a posteriori de Tukey.
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Figura 11: Promedio (+EE, n total = 49) de actividad especifica de CbE-aNA en el intestino delgado de

codornices expuestas a tres tratamientos de pesticidas durante cuatro semanas. Letras distintas indican

diferencias significativas (p<0,05) después de una prueba a posteriori de Tukey.
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Figura 12: Promedio (+EE, n total = 49) de actividad especifica de BChE en el intestino delgado de
codornices expuestas a tres tratamientos de pesticidas durante cuatro semanas. No se encontraron

diferencias significativas entre tratamientos.
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Figura 13: Promedio (+EE, n total = 49) de actividad especifica de CbE-4NPA en el higado de codornices
expuestas a tres tratamientos de pesticidas durante cuatro semanas. Letras distintas indican diferencias

significativas (p<0,05) después de una prueba a posteriori de Tukey.
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Figura 16: Promedio (+EE, n total = 64) de actividad especifica de CbE-4NPA en el plasma sanguineo de
codornices expuestas a tres tratamientos de pesticidas durante cuatro semanas. Letras distintas indican

diferencias significativas (p<0,05) después de una prueba a posteriori de Tukey.
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Figura 17: Promedio (+EE, n total = 64) de actividad especifica de CbE-aNA en el plasma sanguineo de
codornices expuestas a tres tratamientos de pesticidas durante cuatro semanas. Letras distintas indican

diferencias significativas (p<0,05) después de una prueba a posteriori de Tukey.

39




140 -
PLASMA SANGUINEQ

Controil
120 4| HEEE 10 ppm
BN 20 ppm

100

ab

Actividad BChE
{nmol/min/mg proteina)

T T L L]
Semana 1 Semana 2 Semansa 3 Semana 4

Figura 18: Promedio (£EE, n total = 64) de actividad especifica de BChE en el plasma sanguineo de
codornices expuestas a tres tratamientos de pesticidas durante cuatro semanas. Letras distintas indican

diferencias significativas (p<0,05) después de una prueba a posteriori de Tukey.




6 DISCUSION

6.1 Efecto del clorpirifis sobre las tasas de gasto de energia.

Miltiples estudios han demostrado variaciones del RMR y M, principalmente en
organismos aclimatados a diferentes temperaturas y/o de diferentes estaciones. Por
gjemplo, se han documentado aumentos de hasta un 64 % del BMR en invierno en
distintas especies de paseriformes (Dawson & O'Connor 1996; Cooper & Same 2000;
Cooper 2002; Liknes et al., 2002; Arens & Cooper 2004), asi como un aumento de hasta
m 52 % de My, en el mismo grupo de aves ( Cooper & Swanson 1994; Liknes &
Swanson 1996; Cooper 2002; Arens & Cooper 2004). Este aumento del consumo de
oxigeno puede ser atribuido a los altos costos metabdlicos asociados a la termogenesis y
a la tolerancia al frio durante el invierno {Swanson 1991, McKechnie & Swanson 2010).
La expansibilidad metabolica (ME) en paseriformes generalmente presenta valores en un
rango entre 3.3 a 9.0 (Marsh & Dawson 1986; Saarela et al., 1989; Lopez-Calleja &
Bozinovic 1995; Liknes & Swanson 1996; Cooper 2002; Arens & Cooper 2004). Estos
altos valores de ME demuestran que aves de verano e inviemno tienen la habilidad de
tolerar temperaturas extremadamente bajas a través de incrementos en el metabolismo
para apoyar la termogénesis relativa a tasas metabdlicas termoneutrales (Arens &

Cooper 2004).

4]




Son escasos los estudios en que se documente el efecto de estresores sobre las
tasas metabdlicas y hasta donde sabemos, este constituye el primer intento de estudio del
efecto de la exposicién a un pesticida organofosforado, y los costos metabolicos
asociados a la detoxificacion. Sin embargo, existen algunos estudios acerca del efecto
que causan otros estresores, tales como el parasitismo sobre el desempefio metabélico.
Por ejemplo, Careau et al. (2012) han documentado que la infeccién de larvas de
dipteros éstridos (Cuterebra emasculator) en la ardilla del este (Tamias striatus) produce
un aumento del RMR y una disminucion en Muw y ME. Tomando en cuenta que en
nuestros resultados también se observa un aumento del RMR (efecto de la masa corporal
principalmente) y una disminucién de Mum y de ME en la tercera y cuarta semana de
ambos tratamientos con plaguicidas y considerando que el parasitismo tiene un impacto
sobre ¢l presupuesto energético del hospedero (e.g., efecto sobre el RMR, gasto
energético diario, y MMR) (Munger & Karasov 1994; Degen 2006; Scantlebury et al.,
2007 Careau et al., 2010), nuestros resultados sugieren que la exposicion a pesticidas
organofosforados produce un efecto equivalente al parasitismo sobre las tasas de gasto

de energia.

En este sentido, los presupuestos energéticos son flexibles: en respuesta 2 un
aumento de la energia destinada a la activacion del sistema inmune, los animales pueden
reducir otro componente de su presupuesto (Degen 2006), Esto implica que los efectos
del parasitismo sobre el metabolismo energético del hospedero o de la exposicién a un
organofosforado en este caso, sean més conspicuos en animales que tienen algin desafio

energético, tal como ocurre en perfodos con baja disponibilidad de alimentos o en los
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juveniles que deben lidiar con el costo adicional del crecimiento (Careau et al., 2010). El
poseer valores menores de ME es claramente una desventaja, ya que es una combinacion
de altos costos de mantencion y baja capacidad termogénica. También se ha descrito que
el parasitismo (y el desafio energético asociado) reduce la sobrevivencia de ardillas del
este juveniles durante un afio de baja abundancia de alimentos (Careau et al., 2013). La
exposicién a plaguicidas organofosforados podria tener efectos adversos sobrel
individuos que se encuentren en perfodos reproductivos, ya que la produccién de huevos
tiene un elevado costo energético y produce un aumento del RMR (tabla 7). El gasto
energético asociado a la produccion de huevos en codorniz japonesa también es elevado.
Ward y MacLeod (1992) observaron un aumento del 49 % en el gasto energético diario
en aves ponedoras comparado con aves que ain no comenzaban a poner huevos.
Considerando el aumento en el RMR que observamos en este estudio y el generado
solamente por la produccién de huevos, las codornices adultas en etapa de reproduccion
y ademdas expuestas a clorpirifos, tendrian costos de mantencion demasiado elevados y

probablemente se observaria una preferencia a detoxificar el compuesto en desmedro de

la produccién de huevos.
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Tabla 7: Costos energéticos de produccién de huevos en diversas especies de aves.

Especie % aumento RMR Referencia

Gorrién comin 16 Chappell et al., 1999
Passer domesticus

Carbonero comun 27 Nilsson & Raberg, 2001
Parus major

Estornino pinto 22 Vézina & Williams, 2002
Sturnus vulgaris

Diamante mandarin 22 Vézina & Williams, 2005
Taeniopygia guttata

Diamante mandarin 24 Salvante et al., 2010
Taeniopygia guttala

6.2 Efecto del clorpirifés sobre la masa corporal y el desarrollo de los érganos

No encontramos diferencias significativas en la masa corporal de las codornices con
respecto a los tratamientos con pesticidas, aunque si observamos diferencias
significativas en la masa cuando se compara entre semanas, lo que se debe al periodo de
crecimiento en el cual se encontraban las codornices (15 dias de vida al inicio del

experimento). La ausencia de diferencias significativas en la masa corporal debido al

pesticida, puede ser explicada por el tiempo de exposicién. Si bien los 30 dias que durd
el experimento es mucho para ser considerado una exposicion aguda, tampoco es
suficiente para ser exposicidn cronica [90 dias a 2 afios en especies animales de uso

comiin en laboratorios. EPA (Environmental Protection Agency)], v tal como se
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mencioné anteriormente, s6lo en experimentos de exposicién crénica en ratas se pudo

ver una pérdida significativa de la masa corporal (Young & Grandjean, 1988).

De los 6rganos analizados, solo tres fueron afectados significativamente por el
tratamiento: el intestino grueso, la molleja y la cloaca. Para los dos primeros, su masa
relativa aumenté en ambos tratamientos con respecto al control; en el caso de la cloaca,
ésta disminuy6. Tal aumento de la masa en los érganos podria indicar un efecto inicial
de toxicidad sistémica que probablemente dacilita la remocion de eritrocitos (eriptosis:
apoptosis de eritrocitos) por parte del sistema reticuloendotelial (macréfagos)
(Mahmoud et al., 2012). Este proceso ha sido descrito en eritrocitos envejecidos, sin
dafio necrético, que han sufrido entrés mecénico, deplecion de energia o incremento de
los procesos oxidativos que sobrepasen los sistemas de proteccién antioxidantes
(Bratosin et al., 2001; Hermle et al, 2006; Quintanar-Escorza & Calderén-Salinas,
2006). Cabe destacar que en el estudio de Mahmoud y colaboradores (2012), tales
resultados se encontraron en el higado, rifién y en el bazo de codornices japonesas
expuestas 2 Malation, un pesticida organofosforado. La ausencia de estas diferencias
significativas en nuestro estudio puede ser atribuido a las bajas dosis utilizadas. Mientras
Mahmoud et al. (2012) utilizaron una dosis correspondiente al 20 % del LD, en esta
tesis se utilizaron dosis correspondientes al 2 % y al 4 % del LCs descrito en Hill &

Camardese (1986) .
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6.3 Efecto del clorpirifés sobre las esterasas

Los niveles de actividad de CbE (a-NA y 4-NPA) aumentaron hacia la fercera y cuarta
semana del experimento para todos los tejidos, con excepcion del higado, donde se
observa una disminucion de la actividad. Los tratamientos tuvieron un efecto
significativo sobre la actividad CbE generando una inhibicién promedio de 35 % (min:
12 %; méx: 55 %). A pesar de que este efecto fue difuso durante las primeras semanas
del experimento, hacia la tercera y cuarta semana se hizo mas evidente. Para el caso de
la BChE, sélo se observd un efecto significativo del tratamiento en el plasma sanguineo,
donde se observa una inhibicién de un 66 % para el tratamiento con 20 ppm durante la
cuarta semana (la mayor inhibicion registrada en este estudio). Diversos estudios han
documentado la inhibicién de las CbEs (Sanchez et al.,, 1997; Laguerre et al, 2009;
Lajmanovich et al., 2008; Gonzalez-Vejares et al., 2009; Leite et al., 2010) y de la BChE
(Sanchez et al., 1997; Bain et al., 2003; Sénchez-Herndndez et al., 2004; Lajmanovich et
al., 2008; Leite ct al., 2010) frente a la accion de un pesticida organofosforado. Los
resultados obtenidos en esta tesis son congruentes con lo reportado por Fossi et al.
(1992). En dicho estudio se expuso a codornices japonesas adultas a2 una dosis subletal
(50 mg/kg) de un pesticida organofosforado (Azamethiphos) registrdndose inhibiciones
de hasta un 88 % en BChE plasmatica y de un 35 % en CbE plasmética. Un resultado
sorprendente, fue que para la mayoria de los casos, durante las dos primeras semanas 1o
hubieran inhibiciones significativas. Incluso, en algunos casos no hubo inhibicién en

absoluto y para el caso de la actividad de CbE-4NPA plasmatica se observo un aumento

46




de 1a actividad en comparacion con el control. Esta ausencia de inhibicion durante las
dos primeras semanas del experimento puede ser atribuida a la alta capacidad de
regeneracion de la actividad enzimdtica. Debido a que utilizamos dosis subletales, en las
primeras dos semanas el sistema detoxificador a cargo de las esterasas funcionaria de
manera 6ptima, pero al tratarse de una exposicion subcrénica, desde la tercera semana
este sistema comenzaria a fallar, dando lugar a inhibiciones de hasta un 66 % (e.g., en

BChE plasmatica) (Fossi et al., 1992).

Sin embargo, con el fin de establecer si las esterasas estdn siendo 100% efectivas,
es necesario analizar ofros parametros, principalmente la AChE. Si se observa que la
actividad AChE disminuye, es debido a que las esterasas estan siendo sobrepasadas por
la cantidad de organofosforado presente en el medio. Adicionalmente, Smith et al.
(1986), Fairbrother et al. (1989) y Holmes & Boag (1990) encontraron que para dosis
altas de OPs, la BChE fue la actividad enzimatica mas susceptible a la inhibicion y por
lo tanto es potencialmente el biomarcador mds sensible para evaluar Ia presencia y los
efectos toxicos de estos pesticidas. En el estudio de Fossi et al. (1992) se encontr6 una
correlacion significativa entre la BChE plasmitica y la AChE cerebral tanto en dosis
letales como subletales. Con una correlacion asi, y que se mantenga constante incluso en
bajas dosis, se podria predecir el porcentaje de inhibicion de AChE midiendo el
biomarcador no-destructivo, la BChE plasmatica. Ademas, junto con el andlisis de la
actividad AChE, se debe considerar el anilisis de otros biomarcadores presentes en la
fase 1 de detoxificacion, tal como el sistema de la citocromo P450 (CYP450), que en el

caso del clorpirifs, es la encargada de bioactivarlo a su forma altamente téxica "oxon",
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la que es "secuestrada” por las esterasas con el fin de proteger la actividad AChE. La
bioactivacién del pesticida produce una serie de especies de oxigeno reactivas (ROS)
que producen dafios a nivel de DNA, lipidos y proteinas. El estrés oxidativo que produce
la presencia de ROS en las células puede ser cuantificado con la relacién Glutatién
Reducido/Glutation Oxidado (GSH/GSSG), mientras que la conversion de estos
oxidantes 2 especies menos reactivas puede ser observada midiendo la actividad de la
Glutation reductasa (GR) y de la Glutatién peroxidasa (GPx). Finalmente, se debiera
considerar el dafio que recibe la membrana lipidica gracias a la peroxidacion lipidica,

midiendo la concentracién de uno de los productos finales, el malondialdehido.
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7 CONCLUSIONES

En conclusién, la exposicion sub-crénica a una dosis subletal de clorpirifos
correspondiente al 4 % de la LCso en codomices en desarrollo, causa un efecto adverso
sobre el desempefio aerébico, ya que produce un aumento en los costos de mantencion
(tasa metabolica de descanso alta) y una disminucién en la capacidad termogénica
(metabolismo méximo bajo). La combinacién de estos efectos produce una baja
expansién metabélica, lo que probablemente se traduce en individuos con una menor
capacidad de tolerar bajas temperaturas, y en un menor desempefio reproductivo. Hacia
la segunda mitad del experimento se pudo observar la inhibicién que produce el
organofosforado sobre las esterasas en los tres tejidos analizados. Esto significa que las
esterasas estdn cumpliendo su rol de byffer, uniéndose al pesticida para disminuir su

concentracion.

Estos resultados sugieren que para tener una imagen mis amplia y detallada del
efecto que causan los plaguicidas en los organismos no objetivo, es necesario analizar
mas de un biomarcador v en mas de un tejido, ya que algunos pueden presentar una
mayor actividad en un tejido especifico (e.g., BChE en el plasma sanguineo). Como se
menciond anteriormente, hay una gran variedad de biomarcadores y muchos de ellos son
"no destructivos”, lo que representa una ventaja en el caso que la especie estudiada

presente algin estado de proteccion segin su estado de comservacién. Estudios

posteriores, que incluyan los anlisis sugeridos contribuirian a investigar el impacto de
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los pesticidas OF's sobre el crecimiento y las funciones biolégicas de los organismos no
objetivo, un tema que podria ser de méximo interés en la industria avicola y en la

conservacion de especies nativas.
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