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Resumen

Los pesticidas son utilizados, muchas veces sin ningtin control, para combatir las plagas
agricolas. A pesar de que presentan caracteristicas que los hacen populares en el control
de las plagas, son muy perjudiciales para los organismos no diana. Las Carboxilesterasas
(CbE) son enzimas claves en la detoxificacién de pesticidas, ya que presentan una mayor
sensibilidad a estos que la acetilcolinesterasa (AChE). La inhibicién de la AChE es el
biomarcador mas utilizado para determinar la exposicién a los pesticidas. La lipasa es
otra esterasa que puede tener un potencial uso como biomarcador, ya que su inhibicién
podria interrumpir la home;)stasis lipidica, La mayoria de los estudios, han documentado
los niveles de CbEs en el plasma sanguineo. En este estudio se midieron los niveles de
CbEs y lipasas en el tracto gastrointestinal de aves paseriformes de Chile y se realizaron
comparaciones interespecificas con respecto a la dieta y a la masa corporal. Se encontré
que los niveles de CbE del intestino fueron mucho mayores que los de cualquier tejido
no digestivo y que los niveles de CbE y lipasa fueron mayores en aves con dietas mis
diversas (omnivoros). Se observé una correlacién positiva y significativa de las
actividades CbE y lipasa con la masa corporal. La dieta y la masa corporal afectan los
altos niveles de actividad CbE y lipasa intestinal, y estos podrian actuar como una

barrera bioquimica frente a la accién de los pesticidas.
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Abstract

Pesticides are used, many times without any control, to combat crop plagues. Although
they have characteristics which make them popular in pest control, they are very harmful
to non-target organisms. Carboxylesterases (CbE) are the key enzymes in the
detoxification of pesticides because they are more sensitive to them than
acetylicholinesterase (AChE). Inhibition of AChE is the most widely used biomarker to
assess pesticide exposure. Lipase is another esterase that could have potential use as a
biomarker, because its inhibition could disrupt lipid homeostasis. Most studies have
documented CbEs levels in blood plasma. In this study, CbE and lipase levels were
measured in the gastrointestinal tract of passerines birds from Chile, and interespecific
comparisons were made in regards to diet and body mass. It was found that levels of
intestinal CbE were much higher than those of any non-digestive tissue and the CbE and
lipase levels were higher in birds with diverse diets (omnivorous). A positive and
significative correlation of CbE and lipase activities with body mass was observed. Diet
and body mass affect the high levels of intestinal CbE and lipase activity, and these

could act as a biochemical barrier against the action of pesticides.




1. Introduccion

1.1 Pesticidas

Las plagas agricolas son uno de los factores limitantes en la produccién de alimentos, En
el conirol de las plagas, se utilizan pesticidas, muchas veces sin ningin tipo de control
(Leite et al., 2010). Durante 3 décadas se us6 el DDT, un insecticida organoclorado que
ha sido llamado “el contaminante global ms dafiino y amplio”. El uso de este pesticida
causo efectos devastadores y notorios en las aves rapaces (Hartley & Douthwaite, 1994;
Garcia-Fernandez et al., 2008). A pesar de que el DDT fue prohibido en la década de los
70’s, los pesticidas utilizados después y hasta hoy en dia contintian afectando a las aves
(Cox 1991; Walker 2003; Boatman et al., 2004). Estos pesticidas, en éspecial los
organofosforados (OFs) y los carbamatos (CBs), presentan una serie de caracteristicas
que han Jlevado a su popularidad como tratamiento quimico en el control de las plagas.
Entre otras peculiaridades, destacan su baja persistencia en el ambiente y su baja tasa de
bioacumulacién. Sin embargo, estos grupos de agroquimicos muestran una elevada
toxicidad aguda e inespecifica que llevan a ser una amenaza para los organismos no
objetivo (Laguerre et al., 2009). Los compuestos OFs son la clase de insecticida que mas

se usa en el mundo (Sénchez et al., 1997).

El mecanismo de toxicidad aguda de estos pesticidas es la inhibicién irreversible
de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) en el sistema nervioso y neuromuscular
(Maxwell, 1992; Séanchez et al., 1997; Chanda et al., 1997). Esta es responsable de la
hidrélisis del neurotransmisor acetilcolina en las sinpsis colinérgicas. Ello causa una

acumulacion del neurotransmisor en el espacio sindptico que puede causar una
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despolarizacién continua de la célula postsindptica. Fsta acumulacién lleva a una
variedad de manifestaciones clinicas (temblores, salivacion excesiva, convulsiones) que
pueden culminar en la muerte del organismo por un paro cardio-respiratorio (Maxwell,
1992). La inhibicién de la actividlad AChE cerebral ha sido el biomarcador mds
ampliamente usado para diagnosticar el envenenamiento o la simple exposicion a OFs y
CBs en una amplia variedad de organismos acudticos y terrestres (Domingues et al.,

2010; Fulion & Key, 2001; van der Qost et al., 2003).

De acuerdo con los resultados de Ludke et al. (1975), la inhibicién de Ia
actividad AChE cerebral por sobre el 20% de la actividad normal en aves es un indice de
estrés, y una inhibicion mayor al 50% causa una muerte atribuible al OF. Por otro lado,
las AChEs presentan polimorfismos genéticos y moleculares y sus distribuciones y
papeles fisiologicos difieren entre las especies (Forget et al., 2002). Como consecuencia
de lo anterior, el grado de inhibicién asociado a la toxicidad es altamente variable

(Lundebye et al., 1997).

La determinacién de la actividad de AChE cerebral implica sacrificar al
organismo. En algunos casos tal enfoque metodolégico no es viable debido al estado de
proteccién de algunas especies o simplemente por el bajo nimero de individuos
disponibles en el sitio de interés. Esta limitacién ha llevado a explorar las respuestas de
otros biomarcadores a los pesticidas, tales como las enzimas butirilcolinesterasa (BChE),
carboxilesterasa (CbE) y ACHE en la sangre de los animales (Leite et al,, 2010). Todas

ellas son usadas como biomarcadores no destructivos y pertenecen al grupo de las
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esterasas del tipo-B clasificadas por Aldridge (1953). Estas esterasas son inhibidas por
compuestos OFs, a diferencia de las esterasas tipo-A, que son capaces de hidrolizar los
compuestos OFs y esterasas tipo-C, que no interactiian con tales compuestos

(Lajmanovich et al., 2008; Laguerre et al., 2009).

Muchos estudios han reportado que las esterasas BChE y CbE son mds sensibles
a la accién inhibitoria de los insecticidas OFs que la propia AChE cerebral (Wogram et
al., 2001; Fourcy et al., 2002; Galloway et al., 2002; Sanchez-Hernandez & Wheelock
2009). Este hallazgo ha llevado a desarrollar modelos para estimar la inhibicién de Ia
ACHE cerebral a partir del nive] de actividad de las esterasas plasmaticas (o séricas).
Por ejemplo, en reptiles ha sido posible establecer una relacién no lineal entre la
inhibicién de la actividad colinesterasica plasmatica y aquélla del sistema nervioso
central (Bain et al., 2004; Sanchez-Hemandez et al., 1997). Recientemente, se ha
atribuido un papel “buffer” a las esterasas sanguineas. Debido a su mayor sensibilidad a
los efectos inhibitorios de los insecticidas OFs, estas enzimas actiian como carrofieros
que secuestran las moléculas de OF circulantes, reduciendo asi la concentracién del
insecticida en el objetivo molecular (AChE cerebral). Ello ha llevado a considerar las
esterasas sanguineas como indicadores de susceptibilidad; su sensibilidad a 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).




1.2 Carboxilesterasas: actividad y funcién fisioldgica

Las carboxilesterasas (EC, 3.1.1.1), denominadas también aliesterasas, son un
grupo de enzimas hidrolasas que rompen ésteres carboxilicos de cadena corta (<10
atomos de carbono) para obtener el correspondiente alcohol y 4cido carboxilico (Leite et
al., 2010; Sanchez-Herndndez & Wheelock 2009). También hidrolizan ésteres del 4cido
fosférico, tioésteres y anhidridos. Su sustrato de referencia es la tributirina (Jaeger et al.,
1999; Fojan et al., 2000). Este grupo de enzimas juega un importante papel en el
metabolismo de lipidos, esteroides y un amplio grupo de drogas como cocaina, procaina,
entre otras. Estas esterasas son importantes en la detoxificacion de pesticidas OFs, CBs y
piretroides (Sdnchez-Hernandez & Wheelock 2009). También activan la prodroga
terapéutica para el cancer CPT-11 a través de su conversion a SN-38 (Wadkins et al.,
2001). 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 los rifiones, intestino delgado, corazdn, musculos,
pulmones, cerebro, testiculos, tejido nasal y respiratorio, tefido adiposo y leucocitos

(Satoh & Hosokawa, 1998).

1.3 Lipasas: actividad y funcicn fisiologica

Las lipasas son otro tipo de enzimas hidrolasas que también rompen enlaces
¢steres de dcidos alifaticos de cadena larga (> 10 dtomos de carbono) mediante la
adicion de una molécula de agua, para generar una molécula altamente energética
(triacilglicerol) y moléculas de sefializacién celular (2-araquidonilglicerol) (Lépez-

Ldpez et al., 2003). En los ensayos enzimaticos, la triolefna es el sustrato de referencia
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para la medida de la actividad lipasa (Jaeger et al., 1999; Fojan et al., 2000). Las lipasas
son enzimas muy versétiles, ya que pueden catalizar reacciones de hidr6lisis sobre un
amplio rango de lipidos. En presencia de disolventes orgénicos, son también capaces de
catalizar reacciones de sintesis o intercambio de grupos (transesterificacion e
interesterificacion) entre diferentes moléculas, incluyendo lipidos, glicidos vy
aminodcidos (Goujard et al., 2009). Ademds, estas enzimas pueden realizar todas estas
reacciones con una elevada especificidad de sustrato, asi como de forma regio o
enantioespecifica, lo que hace de ellas unas de las enzimas més importantes en el campo
de la biotecnologia (Gunstone, 1999; Bomscheuer, 2002). Las lipoproteinas lipasas
(LPL) y la triacilglicerol lipasa hepatica (H-TGL) son las enzimas con mayor
participacién en el metabolismo lipidico (Quistad et al., 2006a). Con ello, Ia inhibicién
de la actividad de lipasas por pesticidas OFs podria perturbar la homeostasis lipidica

(Quistad et al., 2006a).

A pesar de que la especificidad del sustrato es el tnico criterio completamente
vélido hoy en dia para distinguir a las lipasas de las CbEs, también se pueden diferenciar
en base a otras caracteristicas, varias de ellas relacionadas directamente con
especificidad de sustrato (Schmidt & Bomscheuer, 2005; Singh et al., 2005). Las lipasas
muestran preferencia por sustratos altamente hidrofébicos, insolubles y agregados y
presentan sitios de unidn largos para acomodar al 4cido graso a escindir, mientras que
las CbEs actilan sobre sustratos mas solubles y con un grado de hidrofobicidad mds
variable, mostrando sitios de unién para el 4dcido graso a escindir, mas cortos. Ademas

las lipasas muestran un mayor niimero de aminoécidos no polares pequefios localizados
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en las zonas expuestas al solvente y en la region del centro activo que las CbEs, asi
como un rango de sustratos més amplio, una mayor regio y estereoespecificidad, una
mayor estabilidad en solventes orgdnicos, y un potencial electrostitico en el centro

activo mas bésico que las CbEs (Fojan et al., 2000; Bornscheuer, 2002).

1.4 Una visién comparada de las carboxilesterasas y lipasas en animales

La actividad especifica de CbEs ha sido medida en varias especies animales
(vertebrados e invertebrados), y se ha documentado principalmente sus niveles en
higado y plasma. El higado posee Ia mayor actividad especifica de CbEs (Chanda et al.,
1997). Se han descrito los niveles de la actividad especifica de CbE en ratas “Long-
Evans” encontrindose que el higado posee una actividad mucho mayor que el cerebro y
el plasma. Ademas, los machos presentan aproximadamente el doble de actividad que
las hembras. Laguerre et al. (2009) propusieron que el caracol terrestre Xeropicta
derbentina es una especie que puede ser candidato para analizar la exposicién y los
efectos téxicos de los agroquimicos en el mediterraneo debido a su actividad durante el
verano y su resistencia a las condiciones célidas. Uno de los analisis que realizaron estos
autores fue la medicion de la actividad méxima especifica de CbE en el extracto crudo
usando 4-NPA y a-NA como sustratos. Los resultados fueron 192 mU/mg y 1095
mU/mg.de proteina, respectivamente. Al tratarse de un grupo de isoenzimas hidrolasas,
los parémetros cinéticos de la actividad CbE fueron diferentes dependiendo del sustrato
utilizado. En el trabajo de Lajmanovich et al. (2008) se dieron a conocer los niveles
basales de la actividad especifica de CbE en tres especies de sapos sudamericanos: Bufo

Jernandezae 621.49 nmol min ml”, B. arenarum 270.07 nmol min! ml? v B
y
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schneideri 301.95 nmol min” ml™. En reptiles también se han medido estas enzimas. Un
ejemplo es el estudio de Sanchez-Hernéndez et al. (1997), donde se analizaron los
niveles de CbE en el suero del lagarto Gallotia galloti y se observd un promedio de
11.00 + 2.81 pmol/min ml. Finalmente, Lajmanovich et al. (2008), realizaron una
comparacion de la actividad de CbE del plasma de varios grupos de vertebrados, donde
se observé que paseriformes y lagartos tienen los mayores niveles de actividad
enzimatica. Los autores argumentaron que el tamafio corporal y/o la dieta serfan los
factores biol6gicos que explican la enorme variacién interespecifica de los niveles de
actividad CbE plasmética. Este aspecto ha sido también un argumento cominmente
utilizado en aves para explicar la correlacién negativa entre la actividad CbE plasmaética

y el tamafio corporal de los organismos (Thompson, 1993; Thompson et al., 1995).

Las lipasas han sido utilizadas principalmente en el campo de la biotecnologia.
Se han realizado mediciones de sus niveles en organismos que son de interés para este
campo, ¢omo, por ejemplo, bacterias y levaduras. La gran mayoria de los estudios acerca
de las lipasas son netamente de caracterizacion molecular (secuencias aminoacidicas,
estructura tridimensional, secrecién, plegamienio, mecanismos cataliticos, unién a
sustrato, selectividad enantiomérica, entre otros). Al momento de realizar esta
investigacién, no se disponia de publicaciones relevantes acerca de los niveles basales de

lipasas en vertebrados e invertebrados.




1.5 Contribucion de las carboxilesterasas y lipasas en toxicologia ambiental
Las CbEs no son una herramienta nueva en la ecotoxicologfa, pero si poco usada.
La interaccion de la CbE con los insecticidas OFs resulta en una inhibicién irreversible
de la actividad esterdsica con la consecuente disminucién de la concentracién del
‘ insecticida biolégicamente activo (Chanda et al., 1997). Si bien Ia inhibicién de 1as CbEs
por los insecticidas no causa manifestaciones toxicas en el organismo, las interacciones
anteriormente mencionadas han llevado a considerar estas esterasas como un
biomarcador de sensibilidad a pesticidas (Rodriguez-Castellanos et al., 2007;
Lajmanovich et al.,, 2008). Como se menciond anteriormente, estas esterasas son
importantes en la detoxificacion de pesticidas OFs, CBs y piretroides (Sénchez-
Hernandez & Wheelock, 2009) y esto lo logran mediante dos vias principales: hidrélisis
del enlace éster (CBs, piretroides y los OFs que presenten este tipo de enlace, como el
malatién) y por uni6n irreversible del pesticida (OFs) al sitio ‘activo de la CbE (Maxwell
1992; Wheelock et al., 2005; Crow et al., 2007). La literatura propone dos principales
hipdtesis acerca de los factores que determinan la efectividad de la CbE al detoxificar
cualquier pesticida inhibitorio de la AChE en algin tejido: (1) actuando como un
mecanismo de detoxificacién estequiométrico, es decir, la efectividad se debe
esencialmente al nimero de moléculas de CbE relativo al nimero de moléculas del

pesticida (Maxwell, 1992) y (2) determinado por la afinidad de las CbEs hacia el

pesticida (Chambers and Carr 1993).
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Sin embargo, son escasos los estudios acerca de la interaccién de las lipasas con
los pesticidas. Debido a esto, Quistad et al. (2006a) realizaron un estudio de inhibicién
de distintas hidrolasas serinas (incluyendo lipasas) con ocho OFs. Concluyeron que cada
lipasa tiene un espectro diferente de sensibilidad a OFs. Algunos de ellos causan
cambios en el metabolismo lipidico. Por ejemplo, la degradacién de 2-
araquidonilglicerol en el sistema cannabinoide, se ve interrumpida por la inhibicién de la
MAG (monoacilglicerol) lipasa gracias a clorpirifos, llevando a una hipomotilidad,
causada por la interferencia con esta via de transduccién de sefiales (Quistad et al.,
2006b). En términos generales, las altas dosis de pesticidas OFs, causan un aumento de
los triacilgliceroles de la sangre, lo que puede ser contraproducente para Ia salud, pero el
impacto total de la inhibicién de las lipasas probablemente es minimo comparado con la
inhibicion de AChE. Las lipasas son mucho més sensibles que la AChE cerebral, lo que
podria neutralizar los pesticidas OFs y, por lo tanto, reducir la inhibicién de la AChE; lo
cual constituye un mecanismo similar al propuesto para las esterasas sanguineas

(Masson & Lockridge, 2010; Maxwell 1992).

1.6 Factores ambientales y biologicos que modifican las actividades carboxilesterasa y
lipasa

Existen numerosos estudios que han documentado variaciones en los niveles de
la actividad de las CbEs, las que son atribuidas a diversos factores. Por un lado, los
diversos tejidos no presentan los mismos niveles de actividad CbE. Segiin Chanda et al.
(1997), el higado posee la mayor capacidad detoxificadora debido a que presenta la

mayor cantidad de moléculas de CbE, exhibiendo mds actividad que el plasma y el
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cerebro. Ademds, estos autores enconiraron en ratas de laboratorio diferencias
relacionadas con el sexo. El macho posee el doble de actividad CbE en el higado, y un
15% menos de actividad CbE cerebral que la hembra. El tamafio corporal, es un factor
que tambicn genera variacién en la actividad CbE. Bush et al. (1973) encontraron que
las aves con mayor tamafio corporal, poseian los mayores niveles de actividad de las
esterasas hepaticas. Sin embargo, algunos estudios muestran lo contrario. En tres
especies de bufo de Sudamérica, se observ una correlacién negativa y significativa
entre la CbE plasmdtica y el tamafio corporal, es decir, los individuos mas pequeiios,
poseen mayor actividad de CbE plasmidtica (Lajmanovich et al., 2008). Roy et al.,
(2005) y Sogorb et al. (2007) también documentaron esta variacién de las CbEs en aves.
Las especies de aves mds pequefias poseen los mayores niveles de actividad CbE. En el
trabajo de Lajmanovich et al. (2008) se realiz6 una comparacién de los niveles de
actividad CbE plasmética de varios grupos de vertebrados, y en ella, se puede ver que
independiente de la especie, siempre hay una relacién negativa entre la actividad de la
CbE y el tamafio corporal. La dieta, también parece producir una variacién en los niveles
de la actividad CbE. Asf que varios investigadores han sefialado que, las aves que tienen
dietas més diversas (omnivoro o herbivoro), presentan mayores niveles de actividad CbE
(Bush et al., 1973; Roy et al., 2005). Durante el periodo diurno, también se pueden
observar variaciones en los niveles de la actividad CbE. Por ejemplo, Thompson et al.
(1988), demostraron que la actividad CbE sérica en estorninos aumenta un 150% durante
el perfodo de actividad. Se sugirié que esta gran variacién estaba relacionada con los

patrones de alimentacién,
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Como se menciond anteriormente, hasta donde conocemos, no existen estudios
acerca de los niveles basales de las lipasas en vertebrados e invertebrados. Debido a esto
tampoco hay estudios que registren variaciones en los niveles de actividad lipasa en
funcion de factores ambientales y/o biolégicos. Esta ausencia de informacién, junto con
la importancia de las lipasas en la absorcién y metabolismo de los lipidos, determina el

estudio de este grupo de enzimas en esta investigacion.

A modo de hipdtesis, esperamos encontrar que las especies de aves con dietas
més diversas, posean mayores niveles de actividad de CbE. También esperamos que la
actividad de lipasa siga este comportamiento. Con respecto a la masa corporal,
esperamos que los individuos con menor masa corporal, presenten mayores niveles de

actividad de CbE y de lipasa.
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2. Objetivos

2.1 Objetivos generales

La mayoria de los estudios ecotoxicolégicos que han involucrado el uso de CbEs en los
estudios de aves, ha utilizado el plasma como fuente de la enzima. Sin embargo, el tracto
gastrointestinal es el principal epitelio de absorcién de pesticidas en estos vertebrados.
La existencia de CbEs en los enterocitos del intestino delgado podria actuar como una
barrera bioquimica reduciendo en paso de pesticidas al medio interno del animal
(Sénchez-Hernandez et al., 2009). En este estudio se analizé los niveles de actividad de
CbEs y lipasas en el intestino delgado de 48 individuos representantes de seis especies y
dos subdrdenes de aves paseriformes que presentan diferentes habitos alimentarios.
Como las CbEs se componen dé multiples isoenzimas inespecificas, se usardn dos
sustratos distintos para la caracterizacién de la actividad de esta hidrolasa. Asi mismo y
por la repercusién en el metabolismo lipidico, consideramos a las lipasas intestinales un
potencial biomarcador frente a la exposicién de pesticidas OFs. Al usar distintas
especies de paseriformes con dietas contrastantes se persigue establecer los valores
estandares de CbEs y lipasas en dichos individuos, y en un futuro poder utilizar este tipo
de informacién para evaluar el efecto de los pesticidas anti-AChE, y/o regular el uso de
los pesticidas en Chile en base a sus efectos colaterales como, por ejemplo, el impacto

sobre organismos no diana frecuentes en el agrosistema.
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2.2 Objetivos especificos

1. Examinar el efecto de la dieta en la variacién interespecifica de las CbEs y

lipasas.

2. Examinar el efecto del tamafio corporal en la variacion interespecifica de las

CbEs y lipasas
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3. Materiales y Métodos

3.1 Reactivos

Los reactivos quimicos que fueron utilizados para los ensayos de CbE y lipasas fireron
obtenidos de Sigma-Aldrich (Santiago, Chile) y son los signientes: a-naftil acetato (a-
NA), 4-nitrofenil acetato (4-NPA), 4-nitrofenil palmitato (4-NPP), 4-nitrofenol y sal de
diazonio Fast Red ITR que es un croméforo usado para la deteccién de naftoles. Las
soluciones de los sustratos a-Na y 4-NPA. fueron preparadas en etanol, y la de 4-NPP en

propanol, conservandose a 4-5°C en un congelador durante varias semanas.

3.2 Captura de aves y preparacién de las muestras

Se capturaron individuos de 6 especies de paseriformes (tabla 1) mediante redes
niebla en dos localidades de la zona central de Chile: Estacién de Investigaciones
Ecologicas Mediterrdneas en San Carlos de Apoquindo (33°23'S, 70°30'W) y en el
fundo Quebrada de la Plata (33°30° S, 70°54” W). Las capturas fueron realizadas durante
las primeras horas del dia, en los meses de verano en 2008 y 2009 y trasladadas al
laboratorio de Ecofisiologia Animal en Santiago. Los animales fueron inmediatamente
sacrificados mediante exposicién a CO,, se les midié la masa corporal {mb), fueron
disectados abdominalmente y sus érganos extraidos y pesados. El intestino de cada
individuo fue lavado con solucién de NaCl (0,9% p/v), medido (cm) y pesado
(:0,0001g), y posteriormente homogenizado en 0.9% NaCl en una relacién 1:20
utilizando un Ultraturrax T25 a velocidad maxima (24.000 rpm). El extracto fue
centrifugado a 5.000 rpm durante 10 minutos. Finalmente el sobrenadante fue congelado

y conservado a -50°C en un congelador.
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Tabla 1: Nombre comiin, nombre cientifico, dieta, ntimero de individuos y lugar de recoleccién
correspondiente a las 6 especies de aves paseriformes estudiadas.

Nombre comiin ~ Nombre cientifico Dieta n Lugar de recoleccién
Diuca Diuca diuca Granivoro 5 Quebrada; San Carlos
Jilguero Carduelis barbata  Granivoro 9 Quebrada
Canastero Asthenes humicola  Insectivoro 6 San Carlos
Chercén Troglodytes aedon  Insectivoro 11 Quebrada; San Carlos
Chincol Zonotrichia capensis  Omnivoro 7 Quebrada; San Carlos
Zorzal Turdus falklandii Omnivoro 10 San Carlos

3.3 Determinacion de la actividad Carboxilesterasa

La actividad CbE fue determinada espectrofotométricamente mediante un lector
de microplacas Asys HiTech UVM340 y a la temperatura corporal promedio de las aves
(41°C, Sabat et al 2010), utilizando los sustratos a-NA y 4-NPA. La actividad especifica
fue expresada como U mg" proteina total (1U = lpmol/min en las condiciones
experimentales descritas), U g™ tejido y pmol min’™.. La proteina total fue cuantificada
siguiendo el método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando alblimina bovina sérica
como estandar. La actividad de CbE usando o-NA fue determinat_ia segun Bunyan et al.
(1968) adaptado de Gomori (1953). El medio de reaccién (250pL, volumen final)
contenia Tris-HCI 0.IM (pH 7.6) y 20mM de a-NA, y fue incubada durante 10 minutos
2 40°C con la muestra. La formacién de o-naftol fue detenida afiadiendo S0uL de SDS
5% en 0.1% Fast Red ITR/5% Triton X-100. Las soluciones se mantuvieron durante 30
minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. La absorbancia del complejo naftol-Fast
Red ITR fue leida a 530nm. La actividad de CbE usando 4-NPA fue determinada
siguiendo el método de Chanda et al. (1997). El medio de reaccion (200pL, volumen

final) contenia Tris-HCI 0.1M (pH 8.0) con EDTA 1mM y la muestra de intestino. Se
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inici6 Ia reaccion afiadiendo 10pL de 4-NPA 20mM. La formacién de 4-nitrofeno] fue

monitoreada a 405nm y cuantificada utilizando una curva estéandar de 4-nitrofenol.

3.4 Determinacion de la actividad de lipasas

La actividad de las lipasas fie determinada mediante espectrofotometria
utilizando el lector de microplacas antes mencionado. La actividad fue expresada como
mU mg™ de proteina total y nmol min™, utilizando 4-NPP como sustrato de la reaccién
(Gupta et al., 2002). El medio de reaccién (250pL, volumen final) contenia tampon Tris
50mM (pH 8.0) con Tritén X-100 al 0.4% y Ia muestra de intestino. Se inicié la reaccion
afladiendo 20puL de 4-NPP 16.5mM. El producto final fue monitoreado a 410nm durante

8 minutos,

3.5 Andlisis estadisticos

Para comprobar si la distribucién de nuestros datos se ajusta o no a una
distribucién normal, se realizo la prueba de Kolmogorov-smimov, seguida de la prueba
de Lilliefors. Al no seguir una distribucién normal, nuestros datos fueron transformados
a logaritmo natural (In), ya que al realizar esta transformacién, es posible interpretar los
resultados de los andlisis estadisticos en los datos sin transformar. La dependencia de las
actividades enzimdticas de la masa corporal, se analizé utilizando regresiones lineales
con ajuste logaritmico. Cuando la relacidén resultd significativa, se calcularon los
residuos del modelo lineal y se observé la relacion entre los tres sustratos. Diferencias en
la actividad de CbE y lipasa entre especies y dietas fueron obtenidas utilizando la prueba

de ANOVA de una via. Cuando las diferencias fueron significativas (P<0.05), se realizé
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una prueba a posteriori de Tukey para efectuar las comparaciones entre iratamientos.
Cuando las actividades totales de CbEs y lipasa se correlacionaron significativamente
con la masa corporal, se realizé una prueba de ANCOVA para comparar las actividades
totales de las enzimas utilizando la masa corporal como covariable y las especies como
factor independiente. Los anélisis estadisticos ¥ representaciones graficas fiteron

realizados utilizando los programas Statistica 7.0 y SigmaPlot 11.0, respectivamente.
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4. Resultados

La actividad total de las CbEs y las lipasas se correlacioné positiva y significativamente
con la masa corporal (CbE-aNA: r = 0.898, p = 0.015; CbE-4NPA: r = 0.897, p = 0.015;
lipasa: r = 0.936, p = 0.006, figura 1). A partir de las ecuaciones de estas regresiones se
obtuvieron los exponentes alométricos para cada una de las enzimas (actividad CbE-

oNA = 1.05*mb"?; actividlad CbE-4NPA = 1489.36*mb"43; actividad lipasa =

0.56*mb"*").
71 ChE.anA (umol min™)
CbE-ANPA (mol min™) 7 =0,8049; p = 0.0153
6 4 Lipasa (nmol min™') y =3.173 + 1.4269x
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Figura 1: Relacion entre masa corporal y actividad de esterasa y lipasa en seis especies de
paseriformes (promedio + EE, ny, = 48). Los simbolos ©, Oy A representan a especies de aves
que exhiben dietas granivoras, insectivoras y omnivoras, respectivamente.
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La actividad especifica de la lipasa arrojé una tendencia de asociacién positiva
con la actividad de CbE-4NPA, aunque ésta no fue significativa (p = 0.098). La
actividad de CbE-aNA se correlacioné positiva y significativamente con la actividad de
lipasa y con la actividad de CbE-4NPA (r = 0.82, p = 0.045 y r=0.953, p=10.032

respectivamente, figuras 2 y 3).
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200 & ¢ =0,6732. p = 0,0454
y =-298.272 + 12,2232x
0 1 T T T 1 1 T ¥ |
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Actividad lipasa

Figura 2: Relacién entre la actividad especifica de lipasa y la actividad especifica de CbE-aNA
(promedio + EE, nyyy = 48).

(mU g”' tejido)
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Figura 3: Relacion entre la actividad especifica de CbE-aNA vy la actividad especifica de CbE-
4NPA (promedio + EE, ny, = 48).

Posterior a la correlacion entre las actividades enzimaticas y la masa corporal, se
calcularon los residuos para las tres actividades totales y se correlacionaron entre ellas.
Solo en el par CbE-oNA y CbE-4NPA se observé una asociacion significativamente
positiva (r = 0.96, p = 0.002, figura 4). Cuando se correlacionaron los residuos de CbE-
aNA con los de lipasa, la asociacién, aunque fue positiva, no fue estadisticamente
significativa (r = 0.81, p = 0.053). Lo mismo sucedi6 con la correlacién de los residuos

de CbE-4NPA y los de lipasa (r = 0.69, p = 0.13).
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Figura 4: Relacién entre los residuos de la actividad total de CbE-aNA vy la actividad total de
CbE-4NPA (promedio + EE, nyq = 48).

Al realizar un ANOVA de una via, se observa que la actividad especifica de la
esterasa con ambos sustratos es afectada significativamente por el factor especie (F (5.42)
=9.60, p << 0.01 para CbE-aNA y F (542 = 5.55, p << 0.01 para CbE-4NPA; figura 5).
Lo mismo sucede cuando se expresa en base a la masa de tejido (F (5.4 = 28.82, p <<
0.01 para CbE-aNA y F (54 = 18.4, p <<0.01 para CbE-4NPA; figura 6). Al realizar un
ANOVA, considerando la actividad especifica de la lipasa, ésta no se vio afectada
significativamente por las especies (F (s.42) = 1.7, p = 0.15), pero la actividad especifica
en relacion a la masa de tejido si varié significativamente con la especie  (F (s42=4.75,

p = 0.002; figura 7).
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Figura 5: Promedio (+ EE, nym = 48) de actividad especifica de CbE-aNA y CbE-4NPA en seis
especies de aves paseriformes. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05)

200

Diuca

después de una prueba a posteriori de Tukey.

Jilguero Canastero Chercan

B aNA prot
=3 4NPA prot

Zorzal

5e+5
E =NA te
4e+5 [T 4NPA tej
g 3e+5
@
-— ab
< ) abc
o 2045 L
2 b
© 1e+5 )/ A P 8 i )/
8 7/ a , : A
@ it
"b‘ 2000 :[ 3 e
@
5 g
@ e = !
o M
2 (1 . i 3 4
B8 1000 — i 1‘ o
&) 3‘5 { | ab }i|u
0

Diuca  Jilguero Canastero Chercan  Chincol Zorzal

Figura 6: Promedio (+ EE, ny,, = 48 aves) de actividad especifica de CbE-aNA y CbE-4NPA en
seis especies de aves paseriformes. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05)
después de una prueba a posteriori de Tukey.
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Figura 7: Promedio (+ EE, ny. = 48) de actividad especifica de lipasa en seis especies de aves
paseriformes. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05) después de una prueba a
posteriori de Tukey.

Cuando examinamos el efecto de la dieta, las actividades totales de CbE-aNA y
CbE-4NPA se ven afectadas significativamente por los tres tipos de dieta (Fa.45)=22.61,
p <<0.01 para CbE-aNA y F(345y = 22.17, p <<0.01 para CbE-4NPA: figura 8). Se
observa el mismo patron al evaluar la actividad de lipasa (Fp4s) = 13.42, p <<0.01;

figura 9).
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Figura 8: Promedio (+ EE, ny = 48) de actividad total de CbE-aNA y CbE-4NPA en funcion de
la dieta de aves paseriformes. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05) después
de una prueba a posteriori de Tukey.

180

160 +

140

120 -

100 ~

80

60

Actividad lipasa (nmol min™)

40 -

20 +

a

Granivoros

Insectivoras

Omnivoros

Figura 9: Promedio (+ EE, n = 48 aves) de actividad total de lipasa en funcion de la dieta de
aves paseriformes. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05) después de una

prueba a posteriori de Tukey.
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La variacién de 1a actividad de las CbEs y lipasa con la especie se examiné con
un ANCOVA, utilizando la masa corporal como covariable puesto que esta variable se
correlacioné significativamente con las actividades enziméticas. Se observé un efecto
significativo del factor especie en las actividades de CbE-¢NA (F san = 10.71,

P <<0.01), CbE-4NPA (F (5,41 = 7.54, p << 0.01) y lipasa (F (s,a1y = 9.48, p << 0.01).

Tabla 2: Nombre comtn, dieta, masa corporal (g) v actividad masa-especifica (Ul/mb) de CbEs
y lipasas (estandarizadas por masa corporal). Letras distintas indican diferencias significativas
(p<0.05) después de una prueba a posteriori de Tukey y un ANCOVA usando mb como
covariable.

Especie Dieta Mb CbE-aNA  CbE-4NPA Lipasa mb”
mb™ mb!

Diuca Granivoro 34.56 43,407 9346.53% 4.40*
Jilguero  Granivoro 14.30 9.64" 4585.60" 1.32%
Canastero  Insectivoro 20.34 10.38™ 5721.94%4 1.84%
Chercan Insectivoro 8.98 4.74° 2408.73° 1.38°
Chincol  Omnivoro 21.45 30.82% 9204.22% 2.07¢
Zorzal Omnivoro 78.14 26.56° 6240.91? 2.49°%
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5. Discusién

5.1 Andlisis comparativo

La mayoria de los estudios de CbEs en vertebrados, registran los niveles de estas
enzimas en plasma e higado, lo que impide realizar una comparacién interespecifica con
respecto a los datos de infestino delgado de nuestro estudio con informacién de la
literatura. No obstante, una visién comparativa con otros tejidos, revela que los niveles
de CbE del intestino de nuestras aves son significativamente mayores que los de
cualquier tejido no digestivo, incluso mayores que los del higado de rata, el cual resulta
ser el érgano con la mayor actividad CbE documentada en micromamiferos (Chanda et
al., 1997). Los niveles de CbE del intestino de nuestras aves también resultaron ser
mayores que los niveles de CbE plasmética de aves paseriformes, las que habian
presentado los mayores niveles en un estudio comparativo realizado con otros grupos de

vertebrados (Lajmanovic et al., 2008).

Recientemente, se ha documentado que en la lombriz de tierra Lumbricus
ferrestris, el tejido que presenta la mayor expresién de la actividad de CbE es el tejido
gastrointestinal, ademds de exhibir una secrecién de esterasas hacia el lumen intestinal
(Sénchez-Hernéndez et al., 2009; Gonzilez Vejares et al., 2010). Esto también fue
documentado por Cook et al, (1969), Geering y Freyvogel (1974), Turunen y
Chipendale (1977) y Mommsen (1978) en distintos artrépodos. Tal secrecién
gastrointestinal se explicarfa por el papel fisiolégico de las CbEs en Ia absorcién y
metabolismo lipidico. En mamiferos también se han observado altos niveles de CbEs

intestinales (Satoh y Hosokawa, 1998). De acuerdo con los resultados presentados en
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este estudio, los altos niveles de CbEs presentes en el intestino de aves paseriformes con
una dieta omnivora pueden contribuir a reducir la absorcién de plaguicidas presentes en
el alimento, actuando estas esterasas como una barrera bioquimica que hidroliza (caso de
los insecticidas piretroides) o secuestra (caso de los insecticidas OFs y CBs)

agroquimicos en el epitelio intestinal (Hénninen et al., 1987).

Lamentablemente, los niveles de actividad de lipasas obtenidos en este estudio,
no pueden ser comparados con otros estudios, debido a la ausencia de investigaciones
relacionadas. A pesar de esto, cabe mencionar que las lipasas, aunque hidrolizan enlaces
ésteres de dcidos alifiticos de cadena larga, igualmente pueden hidrolizar naftil ésteres y
nitrofenil ésteres. Ello lleva a cuestionarnos si la actividad esterdsica medida en nuestras
aves es debida parcialmente a la contribucién de las lipasas. Aunque no hemos
realizados ensayos complementarios para lograr dilucidar este posible co-metabolismo,
algunos estudios realizados con L. terrestris (Sinchez-Hernandez et al., 2009), ratas y
tejido humano (Ross et al., 2006; Crow et al., 2007) muestran que la actividad hidrolitica

del a-NA o 4-NPA en el intestino se debe fundamentalmente a las CbEs.

3.2 Efecto de la dieta en las actividades enzimdticas

Los niveles de actividad CbE y lipasa fueron significativamente mayores en las
aves omnivoras que en las granivoras e insectivoras. Aunque estos dos tltimos grupos
no son significativamente distintos entre si para el caso de Ia lipasa, se aprecia sin
embargo que los granivoros poseen mayores niveles de actividad hidrolitica de las tres

enzimas. Estos mismos resultados fueron sefialados en los estudios de Bush et al. (1973)
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y Roy et al. (2005), quienes observaron que las aves con una dieta més diversa,
presentaban mayores niveles de actividad CbE en la sangre. Cabe destacar que aunque
no se ha descrito la variacién que experimentan las lipasas con la dieta, los resultados
presentados en este estudio, sugieren un efecto similar del tipo de dieta con la actividad
lipasa intestinal. Esta variacién puede ser explicada por el hecho de que las especies
carnivoras (insectivoras en este estudio) tienen dietas mds especializadas que las llevan a
confrontarse con una menor variedad de compuestos para detoxificar que los omnivoros
y granivoros. Por lo tanto, las especies carnivoras dependerian del sistema enziméatico de

detoxificacion de sus presas.

5.3 Efecto del tamario corporal en las actividades enzimdticas

Se encontré una correlacién positiva y significativa de las tres actividades
enzimdticas intestinales totales con la masa corporal; es decir, las aves de mayor tamafio
presentaron mayores niveles de actividad CbE y lipasa. En estudios previos, se encontr6
una relacién contraria (Roy et al., 2005; Sogorb et al., 2007; Lajmanovich et al., 2008).
La discrepancia entre nuestros resultados y aquéllos de la literatura pueden ser
explicados atendiendo a dos razones: (i) el tejido utilizado en el andlisis de las enzimas,
Los datos de actividad CbE que muestra la bibliografia fueron obtenidos utilizando el
plasma del individuo, mientras que nuestros resultados han sido obtenidos en el tejido
intestinal. Hasta donde comocemos, no hay estudios que establezcan una correlacién
entre CbEs intestinales y la masa corporal. (ii)Segiin Ramirez-Otarola et al., (2011}, el
bajo rango de masas corporales debido a un pequefio tamafio muestral, puede llevar a

resultados distintos a los esperados. En nuestro caso, esto puede ser posible ya que sélo
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se compararon 6 especies y se trabajé con una baja cantidad de individuos por especie.
Al considerar los otros estudios, donde el tamafio muestral y el rango de masa corporal
son mayores (Por ejemplo, batracios, lacértidos, paseriformes y rapaces, véase
Lajmanovich et al., 2008), se puede apreciar lo mencionado anteriormente. Sin embargo,
esta observacién no invalida nuestros experimentos de campo, aunque si limita las
deducciones que podemos derivar de ellos. La ausencia de estudios que ofrezcan una
relacién alométrica de las CbE intestinales no permite desarrollar una hipétesis sobre la
expresion y modulacion de las CbEs y lipasas con la masa corporal del individuo. Pero,
por otro lado, el efecto del tamaiio del ave y su dieta en las actividades de CbE y lipasas
intestinales aportan un cardcter novedoso a la toxicologia ambiental de los fitosanitarios

en organismos no objetivo como las aves.

5.4 Carboxilesterasas y lipasa en aves chilenas: una perspectiva ecotoxicologica

Las aves que habitan o frecuentan los agrosistemas estén expuestas a una gran
variedad de pesticidas, y la absorcion intestinal es Ia principal ruta de exposicion a éstos.
Los altos niveles de actividad de CbE podrian proveer una barrera enzimdtica que
impediria la absorcién de los pesticidas anticolinesterasicos (OFs y CBs). Si bien este es
un estudio preliminar que trabajé con un bajo nimero de individuos analizados, este
documenta por primera vez los niveles de CbE y lipasa intestinales en aves chilenas,
evaluando como variables del tipo masa corporal y dieta, modulan sus actividades.
Nuestro estudio sirve de punto de partida para evaluar los efectos téxicos de los

pesticidas anti-AChE en aves, y se espera que llegue a convertirse en una contribucién a
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la regulacién y toma de decisiones en relacion al uso de fitosanitarios en la agriculfura

chilena.

30




6. Conclusiones
En conclusién, se puede observar que la dieta y la masa corporal se relacionan
directamente con los niveles de CbEs y lipasa en el intestino de las seis especies de aves

paseriformes estudiadas en este trabajo.

Sin embargo, con el fin de analizar correctamente los datos y poder realizar
comparaciones interespecificas en busca de correlatos ecoldgicos (e.g., dieta) es
necesario descartar los efectos de la historia evolutiva. De esta manera, resaltamos la
importancia de realizar una aproximacion filogenéticamente explicita (véase Ramirez-
Otaroa et al.,, 2011 para un ejemplo con aves chilenas). Esta aproximacién demandars
considerar un mayor nimero de especies lo que necesariamente requerira considerar las
ventajas y desventajas de los andlisis invasivos sobre la fauna, como por ejemplo, el
posible impacto negativo sobre aquellas especies con una baja densidad de individuos o
que se encuentren en un estatus de proteccién. Junto con las enzimas utilizadas en este
estudio, se deben considerar otros indicadores de exposicién a pesticidas como las
actividades de AChE y la BChE intestinales y plasmaticas. Por otro lado, el analisis in
vitro e in vivo de los efectos de los insecticidas OFs y CBs sobre la actividad lipasa
intestinal resulta una aproximacién de méaximo interés para examinar efectos no
neurotoxicos de estos grupos de insecticidas. Si bien en mamiferos, las lipasas son
sensibles a la inhibicién de estos insecticidas, no hay datos en la bibliografia en relacién
a vertebrados no mamiferos. La figura 10 da cuenta de las principales conclusiones de
este estudio, los andlisis sugeridos (aproximacién filogenéticamente explicita y

exposicidn de pesticidas iz vifro e in vivo) y la informacion descrita en la literatura.
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Tales estudios contribuirian a investigar el impacto de la exposicion a pesticidas OFs y
CBs en el crecimiento de los organismos no objetivo, un ambito de estudio que puede
ser de maximo interés en animales de corral, ganado o piscifactorias donde se utilicen

tratamientos con biocidas para el control de plagas y enfermedades.

Filogenia

Dieta 9

- Masa Corporal

Carboxilesterasas y
lipasa

Barrera
bioquimica e

Absorcion de
pesticidas

Figura 10: Diagrama de flujo con las principales conclusiones de este estudio (flechas en azul).
Se destacan ademds, la informaci6n descrita en la literatura (flechas en verde) y los correlatos
sugeridos para estudios futuros (flechas en rojo).

Por otro lado, las ChEs constituyen excelentes biomarcadores de exposicién y
efectos de plaguicidas de ciertos metales pesados como el Hg, Cd o Zn. Desde esta

perspectiva, por su importante desarrollo minero, nuestro pais est expuesto a una
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actividad altamente destructiva para el medio ambiente, con un papel! importante en

cuanto se refiere a la contaminacién de las aguas y de los suelos.

Un importante déficit en el conocimiento de la contaminacién ambiental por
metales pesados estd en el sesgo hacia el uso de algunas especies bioindicadoras (e.g.,
insectos acuaticos y peces) debido a su abundancia o facilidad de captura. Este sesgo, sin
embargo, puede llevar a errores graves que afecten la toma de decisiones debido a la
exclusién de especies de otros taxa, ignorando potencialmente a especies mucho més
sensibles que la bioindicadora. En este sentido, las vias de exposicién de los OTganismos
a estos agentes quimicos dependen en gran medida de su biologia y ecologia. Asi, es
necesario considerar el papel ecolégico de las especies en el ecosistema para estimar las
consecuencias negativas de la contaminacion. Ademds, algunos metales como el Hgoel
Cd pu;:den sufrir un proceso de magnificacién por lo que el estudio de los niveles de
bioindicadores tales como las ChE en especies de diferentes niveles tréficos pudiera ser
util para la caracterizacién del “estado de salud” del ecosistema, lo que permitiria

elaborar programas de gestién con mayor informacién.
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