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RESUMEN. hemoglobina no presentan interferencia. El
Introduccion. Se presenta la validacién de umeactivo de DTNA almacenado en botella ambar
método de monitoreo continuo para la&s estable por al menos 6 meses & @-8Al
cuantificacion de colinesterasa plasmaticeomparar los resultados con métodos comerciales
empleando &cido 6-6‘-ditiodinicotinico (DTNA) basados en la reaccion de Ellman se obtuvo en
como indicador. un primer caso una ecuacion de regresion lineal
Materiales y métodos Se emplearon muestragle Y = 1,13(X) - 274, con un coeficiente de
de plasma anticoagulado con EDTA. En estmrrelacion (r) de 0,987 y una desviacion estandar
método la tiocolina liberada de lasobre lalinea de regresién (Bde 345 U/L. Y
propioniltiocolina por la colinesterasa, reaccionan un segundo caso, los resultados fueron: Y =
con el DTNA liberando &cido tionicotinico y el1,074(X) + 240; r = 0,977 y» =491 U/L.
aumento de absorbancia a 340 nM es proporciomakcusion El método evaluado constituye una
a la actividad de la enzima. alternativa precisa y mas barata para la
Resultados Las precisiones dia a dia pardeterminacién de colinesterasa plasmatica. Los
muestras con valores de colinesterasa bajos y aliesos obtenidos indican que el método es lineal y
mostraron coeficientes de variacion de 4,2 y 3tBproducible dentro del intervalo en el que se
por ciento y en un mismo dia de 2,3 y 1,5 p@spera encontrar los valores de las muestras. El
ciento respectivamente. La bilirrubina y laestudio comparativo con métodos comerciales
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mostré una buena correlacion y posee la grao not interfere(Rev Biomed 2000; 11:91-98)
ventaja sobre los métodos con DTNB, de no sufrir

interferencia por hemoglobina. Key words: Serum cholinesterase, organophos-
(Rev Biomed 2000; 11:91-98) phates, carbamates, pesticides, colorimetric me-
thods.

Palabras clave Colinesterasa plasmatica, méto-
dos colorimétricos, organofosforados, carbamatos,
pesticidas. INTRODUCCION.
La colinesterasa plasmatica (EC 3.1.1.8)
pertenece a un grupo de isoenzimas hepaticas con

SUMMARY. masa molecular de aproximadamente 300000 Da
Validation of the determination of plasma (1). A pesar de su amplia distribucién en tejidos
cholinesterase at 340 nM. humanos y animales, su funcion fisiolégica aun

Introduction. A kinetic method for the no se conoce claramente. Aunque se sugiere que
determination of plasma cholinesterase, whighega un papel importante en el metabolismo de
entails the use of 6,6'-dithiodinicotinic acid as #pidos y lipoproteinas, regulando la concentra-
chromogen is validated. cion de la colina en plasma o evitando la acumu-
Material and methods. In this procedure, the lacion de butirilcolina, con sus efectos nicotinicos,
hydrolysis of propionylthiocholine liberatesdurante el metabolismo de acidos grasos y
thiocholine, that reacts with 6-6‘-dithiodinicotiniclipogénesis (2).
acid (DTNA) to yield thionicotinic acid, which La determinacion de su actividad es de importan-
has an optimal absorption wavelength at 340 nria clinica para evaluar funcion hepética, detec-
The increase in absorbance at 340 nm iar una exposicién excesiva a los plaguicidas
proportional to enzyme activity. organofosforados y carbamatos e identificar pa-
Results The CV of the between run precisiortientes con formas atipicas con sensibilidad au-
ranged from 3,5 to 4,2 per cent. Within-rumentada hacia el anestésico succinilcolina (1,3).
precision ranged from 1,5 to 2,3 per cent. En nuestro medio, la colinesterasa
Bilirrubin and hemoglobin do not interfere. Theplasmatica ha adquirido gran importancia clinica
working reagent, stored in an amber-coloredebido a la amplia aplicacién de plaguicidas. Para
bottle, is stable for at least 6 months at°4=8 su determinacion se emplea su capacidad de
Comparisons with two commercial methodsidrolisar los ésteres de colina en sus respectivos
based on the Ellman's reaction, gave in the firdtidos. Se han desarrollado varios métodos, en-
case a linear regression of Y = 1.13 (X) - 274e los que se incluyen la determinacion del cam-
with a correlation coefficient (r) of 0.987 and @io de pH que acompafa la hidrdlisis de los ésteres
standard error g§) of 345 U/L. In the second de colina (4, 5) y aquellos basados en la detec-
case the results were Y = 1.374 (X) + 240; r ¢idn de la liberacion de tiocolina de sus ésteres
0.977,; Sy.,x = 491UJ/L. empleando como indicador el reactivo de Ellman
Discussion. The evaluated method constitutes €b,5-ditiobis-(2-acido nitrobenzoico)), DTNB (6-
precise and cheaper alternative for th®). Estos ultimos tienen mayor aceptacion, sin
determination of plasma cholinesterase. The dambargo, la alta actividad catalitica de la enzima
indicate that the method is linear and precise in te@ suero, aunado a la alta sensibilidad de la reac-
range of normal enzyme activity. Comparison withion indicadora, demandan una predilucion o un
commercial methods gave a good correlation. TRelumen muy pequefio de la muestra. Ambas
procedure has the great advantage that hemoglobiadidas contribuyen necesariamente a una impre-
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cision inevitable y hace dificil la automatizacionraz volumétrico de un litro, aforar hasta la marca
del método (8). Ademas, el pico de absorcion debn solucion amortiguadora de fosfatos (100
tionitrobenzoato coincide con el pico de absommol/L, pH 7,6) y mezclar. Almacenar en botella
cion de la hemoglobina, lo que presenta un prémbar. Esta solucion es estable por lo menos du-
blema al analizar muestras ricas en hemoglobimante 6 meses en refrigeracion (4-8°C).
Para evitar estos inconvenientes se ha propuesto 3. Sustrato, yoduro de propioniltiocolina,
el empleo del acido 6-6‘-ditiodinicotinico127 mmol/L.Disolver 385 mg de yoduro de
(DTNA) como sustituto del DTNB (9). En estepropioniltiocolina en 10 mL de agua desionizada.
estudio se presenta la validacion del analisis deHata solucion es estable por lo menos 3 meses en
actividad de colinesterasa plasmatica humanangelacion a -20°C.
empleando el DTNA como indicador.
Bajo las condiciones de reaccion, a partlProcedimiento.

de propioniltiocolina la colinesterasa libera 1. Colocar 2,0 mL de la solucion de DTNA
tiocolina, la cual reacciona inmediatamente camn un tubo de vidrio de 13 x 100 mm.
el DTNA formando acido tionicotinico, que 2. Agregar 5 pL de muestra (plasma o sue-
presenta un pico maximo de absorbancia a 3dt). Mezclar e incubar a 30°C por dos minutos.
nM, permitiendo asi el monitoreo directo de la 3. Agregar 100 pL de sustrato. Mezclar,
reaccion: esperar 30 segundos y determinar el cambio de

o colinesterasa . absorbancia por minuto a 340 nmy a 30°C, ajus-
propioniltiocolina+ HO —————— &cido propidnico + tiocolina . .

tando previamente el cero de absorbancia con

2 tiocolina + 2 OH+ DTNA - ditiobis(colina) + HO + &cido tionicotinico .

agua destilada.
MATERIALES Y METODOS. Calculos. y |
Equipo. Bajo las condiciones de la prueba, el coefi-

Para los andlisis se empled un espectrofot%'—ente de absortividad milimolar del acido

metro Shimadzu Modelo UV-160, con control ddonicotinico a 340 nMy 30°C es 10,80 L mrhol

temperatura. Shimadzu Corporation, Kyoto, Japc')‘f*ml'

Muestras. Colinesterasa U/L =AA/min X ——M8M
Suero y plasma heparinizado o con EDTA 0,005 mL x 10,80xF0. umot* e

son muestras adecuadas. No se debe empleatotiesterasa U/L AA/min x 39000

fluoruro como preservante. Las células deben se-

pararse del suero o plasma en las dos horas siguien-

2,105 mL

tes a su recoleccion. RESULTADOS.

Reactivos. Espectro de absorcidon del producto de re-
Los reactivos utilizados fueron obtenidos deccion. Se realizd el espectro de absorcién del

la compafiia Sigma, St. Louis,USA. producto de la reaccion determinando las

1. Solucién amortiguadora de fosfath00 absorbancias en un intervalo que comprendio lon-
mmol/L, pH 7,6. Disolver 2,33 g de PO,y gitudes de onda de 300 a 700 nM, se encontré que
0,831 g de KHPO, en 800 mL de agua el pico de absorbancia maxima del acido
desionizada, ajustar el pH a 7,6 con NaOH 0,02tnicotinico se presenta a 340 nM.

y trasvasar a un matraz volumétrico de un litro,  Efecto de la concentracion de DTN/&e
aforar hasta la marca con agua destilada y mezc#&nralizaron diferentes concentraciones del com-

2. Acido 6-6'ditiodinicotinico (DTNA), 0,2 puesto en el intervalo de 0,0125 a 0,40 mmol/L.
mmol/L Colocar 61,66 mg de DTNA en un maEn la figura 1 se muestran los resultados. Como
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Figura 2.- Efecto de la concentracién final de sustrato so-
Bre la actividad de la colinesterasa y la hidrélisis del blan-
co de reactivos.

Figura 1.- Efecto de la concentracién de DTNA sobre |
determinacion de colinesterasa plasmatica a 340 nM.

puede observarse los mejores resultados se oolimenes de 1,0 a 15 yL se obtienen resultados
vieron con concentraciones de 0,20 a 0,40 mmeaiimilares. Con volumenes superiores los
L. Se eligié la concentracién de 0,20 mmol/lcesultados tienden a disminuir. Se eligié un
como adecuada. volumen de muestra de 5,0 uL como adecuado
Efecto de la concentracion de sustratel para obtener un mayor intervalo de linealidad.
efecto de la concentracién de sustrato sobre la Efecto del pH.Se evaluo el efecto del pH
actividad de la colinesterasa se muestra endabre la actividad de la enzima. Se analizaron
figura 2. Se analizaron diferentes concentracioneslores de pH en el intervalo de 7,2 a 8,2. Como
de propioniltiocolina en el intervalo de 0,6 a 15e observa en la figura 3, conforme aumenta el
mmol/L en la mezcla final de reaccién. Se obserngd aumenta levemente la actividad de la enzima,
gue con concentraciones superiores a 6,0 mmpéro también aumenta la hidrélisis espontanea del
L se obtienen valores similares de actividadustrato. Por lo anterior se eligio un pH de 7,6
También se observa que al aumentar [@mra mantener baja la hidrélisis espontanea del
concentracion de sustrato se aumenta la hidrolisisstrato sin disminuir la actividad de la enzima.
espontanea del mismo, lo que aumenta el delta Imprecision. Se realizaron estudios de
absorbancia del blanco de reactivos. Por lo tantmprecision analizando repetidamente (n=10) en
se decidio utilizar en la mezcla final unain mismo diay en dias consecutivos, mezclas de
concentracion de sustrato de 6,0 mmol/L. Lsueros con actividades de colinesterasa plasmatica
evaluacion se realiz6 utilizando una mezcla dmja y alta. En un mismo dia se obtuvieron
sueros con una actividad de colinesterasa deeficientes de variacion (CV) de 1,5y 2,3 por
11800 UJ/L. ciento para actividades de 10794 y 2176 U/L,
Efecto del volumen de muestr@e analizé respectivamente. Los CV dia a dia fueron de 3,5
el efecto del volumen de muestra sobre k4,2 por ciento para actividades de 10613y 2207
determinacién, se emplearon volumenes en WIL, respectivamente.
intervalo de 1,0 a 20 pL. Se observé que con Linealidad del métodoSe comprobd la
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Figura 3.- Efecto del pH sobre la actividad de laFigura 4.- Linealidad del método para colinesterasa
colinesterasa plasmatica y la hidrdlisis del blanco dd#asmatica a 340 nM.
reactivos.

linealidad del método analizando diluciones de wavaluoé el efecto interferente de bilirrubina (2,5 a
suero con actividad alta (12120 U/L)20 mg/dL) y hemoglobina (50 a 500 mg/dL) en
obteniéndose un coeficiente de correlacion (r) teedeterminacién. No se observé interferencia por

1,00 (fig. 4). ninguna de estas dos sustancias.
Efecto de sustancias interferentesSe Estudio comparativoEn la figura 5y 6 se
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Figura 5.- Estudio comparativo del analisis de colinesteradégura 6.- Estudio comparativo del analisis de colinesterasa
plasmatica por el método en estudio con el analisis a 4flasmatica por el método en estudio con el analisis a 450
nM empleando DTNB. nM empleando DTNB.

Y=1,131X - 274; n=45; r=0,987; Sy/x=345 U/L Y=1,074 + 240; n=45; r=0,977; Sy/x=491 U/L
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presentan los resultados de estudios comparatiydgsmatica disminuye mas rapidamente que la
del método con DTNA con la determinaciéractividad de la enzima eritrocitica, por lo que se
enzimética de colinesterasa plasmatica poonsidera un indice muy sensible para prevenir
métodos comerciales que emplean DTNB comiotoxicacion. La determinacion de la actividad de
indicador (Merck Diagnostica y Biotecla colinesterasa eritrocitaria es de importancia en
Internacional S.A.), los cuales fueron empleaddss sistemas de vigilancia para intoxicaciones
como referencia. Se analizaron 45 sueros corbnicas, por permanecer deprimida mayor tiempo
actividades de colinesterasa entre 2200 y 11790es considerada como un mejor indice de
U/L. En el caso de la comparacién con el métogxposicion (1, 3, 13).
de Merck (fig. 5), la ecuacion de regresion Generalmente los métodos empleados para
obtenida fue:y = 1,13x - 274. El coeficiente deel analisis de las colinesterasas se basan en la
correlacién (r) fue de 0,987 y el error estdndaeaccion de Ellman, que emplea la reduccion del
del estimado (y$x) de 345 U/L. En el caso de IaDTNB por la tiocolina liberada del éster de colina
comparacién con el método de Biotecomo reaccion indicadora. En este estudio se
Internacional (fig. 6), la ecuacion de regresiorealizo la validacion del analisis de colinesterasa
obtenida fuey = 1,074x + 240. El coeficiente deplasméatica empleando el DTNA en lugar del
correlacién (r) fue de 0,977 y el error estind®TNB. En este método, la tiocolina reduce al
del estimado (g3,) de 491 U/L. DTNA liberando acido nicotinico, permitiendo la
determinacion mediante el monitoreo continuo del
aumento de absorbancia a 340 nm.
DISCUSION. Se realizaron estudios para determinar las
En Latinoamérica es comun el empleo deondiciones Optimas. En el caso del DTNA, una
plaguicidas organofosforados y carbamatos, quencentracién de 0,20 mmol/L se considera
inhiben las colinesterasas (10). La intoxicaciéedecuada. Una concentracion inicial del sustrato
por plaguicidas organofosforados puede caudaropioniltiocolina) de 127 mmol/L se encontro
enfermedad severa incluyendo la muerte y daBoficiente para el andlisis de actividades elevadas
cerebral permanente en los sobrevivientes (1tle la enzima.
Como una medida preventiva, los trabajadores en  Se observé que al aumentar el pH aumenta
contacto con tales compuestos deben slggeramente la actividad de la enzima, pero al
controlados continuamente, para identificar a lasismo tiempo aumenta la hidrdlisis del sustrato.
personas sobreexpuestas. Esto se reali@aconsideré adecuado un pH de 7,6 en el cual la
mediante la determinacion de la actividad de lagdrolisis espontanea del sustrato es baja.
colinesterasas, ya que la actividad enzimatica Empleando 5 pL de muestra, el método
disminuye antes de que se presentgmesenta una buena linealidad en el intervalo
manifestaciones clinicas (11, 12). dentro del cual se esperan los valores de las
Dentro del grupo de las colinesterasas seuestras. Sin embargo, si se requiere cambiar el
incluyen la acetilcolinesterasa (E.C.3.1.1.7) wolumen de muestra, éste puede variarse entre 1
colinesterasa eritrocitica y la acilcolinay 15 pL, con el correspondiente cambio en el
acilhidrolasa (E.C.3.1.1.8) o colinesterastactor, sin afectar los resultados.
plasmatica. La enzima plasmatica es de Se llevaron a cabo estudios de imprecision
importancia clinica para detectar pacientes cem un mismo dia y dia a dia, utilizando mezclas
intoxicacion por plaguicidas, formas atipicas dée sueros con diferentes actividades de
la misma o disfuncion hepatica (1,3). En contactmlinesterasa. En un mismo dia se obtuvieron
con plaguicidas la actividad de la enzimaoeficientes de variacién (CV) de 1,5y 2,3 por
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