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RESUMEN. almacenado en botella &mbar es estable por al me-
Introduccion. Se presenta la validacion de umos 6 meses a 4-8°C. Al comparar los resultados
método de monitoreo continuo para laon métodos comerciales basados en la reaccién
cuantificacion de acetilcolinesterasa eritrociticde Ellman se obtuvo una ecuacion de regresion
humana (EC. 3.1.1.7) empleando acido 6-6fineal de Y = 0,987(X) + 222, con un coeficiente
ditiodinicotinico (DTNA) como indicador. de correlacion (r) de 0,958 y una desviacién estan-
Materiales y métodos Se emplearon muestragiar sobre la linea de regresiéryl,XQ$le 359 U/L.

de sangre total recogida con EDTA com®iscusion El método evaluado constituye una
anticoagulante. En este método la tiocolina liberad#ternativa precisa, sensible y conveniente para la
de la acetiltiocolina por la colinesterasa, reaccioni@terminacion de acetilcolinesterasa humana.
con el DTNA liberando acido tionicotinico y elAdemas posee la gran ventaja sobre los métodos
aumento de absorbancia a 340 nM es proporciocain DTNB, de no sufrir interferencia por
ala actividad de la enzima. La interferencia debiti@moglobina. Los datos obtenidos indican que el
a colinesterasa plasmética se elimina mediantengtodo es lineal y reproducible dentro del intervalo
empleo de quinidina. en el que se espera encontrar los valores de las
Resultados. Las precisiones dia a dia para muesuestras. El estudio comparativo con métodos
tras con valores de colinesterasa bajos y altos mosmerciales mostr6é una buena correlacion.

traron coeficientes de variacion de 3,2 y 5,7 p@Rev Biomed 2000; 11:161-168)

ciento y en un mismo dia de 2,9 y 1,5 por ciento

respectivamente. La bilirrubina y la hemoglobinBalabras clave: acetilcolinesterasa, organofosfo-
no presentan interferencia. El reactivo de DTNAados, carbamatos, pesticidas.
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SUMMARY. o colinesterasa eritrocitica es una glicoproteina
Validation of the method for the determination extracelular con un peso molecular de aproxima-
of human erythrocyte acetycholinestase at 340 damente 80,000 Da, aunque las estimaciones va-
nM. rian segun las fuentes y el método (1, 2). Esta en-
Introduction . A kinetic method for the determi- zima es importante en la transmisién colinérgica,
nation of human erythrocyte acetylcholinesteraseidrolizando rapidamente al neurotransmisor
which entails the use of 6,6'-dithiodinicotinic acidacetilcolina, lo que permite un control preciso del
as a chromogen is validated. tiempo que dura la activacion sinaptica. Después
Material and methods. In this procedure, the de que la de ACoIE hidroliza la acetilcolina, termi-
hydrolysis of acetylthiocholine liberates thiochona la transmision quimica sinaptica (1). La deter-
line, which reacts with 6-6*-dithiodinicotinic acid minacién de AColE se ha empleado principalmen-
(DTNA) to yield thionicotinic acid, which has ante para la deteccion de la sobreexposicion a
optimal absorption wavelength at 340 nM. Therganofosforados y carbamatos (2-4).
increase in absorbance at 340 nM is proportional  En nuestro medio, la AColE ha adquirido
to enzyme activity. The interference from plasmgran importancia clinica debido a la amplia aplica-
cholinesterase was eliminated by the inclusion ofon de plaguicidas. Para su determinacion se em-
quinidine. plea su capacidad de hidrolizar la acetiltiocolina
Results Variation Coefficient of the between ruren acido acético y tiocolina. Se han desarrollado
precision ranged from 3,2 to 5,7 per cent. Withinsarios métodos, entre los que se incluyen la deter-
run precision ranged from 1,5 to 2,9 per cenminacion del cambio de pH que acompanfa la
Bilirrubin and hemoglobin do not interfere. Théehidrdlisis de los ésteres de colina (5, 6) y aquellos
working reagent, stored in an amber-colored bottleasados en la deteccién de la liberacién de tiocolina
is stable for at least 6 months at 4-8°C. de sus ésteres empleando como indicador el
Comparisons with a commercial methodeactivo de Ellman (5,5-ditiobis-(2-acido
based on the Ellman's reaction, gave a lineaitrobenzoico)), DTNB (4, 7, 8). Estos ultimos
regression of Y = 0.987 (X) + 222, with aienen mayor aceptacion, sin embargo, tienen va-
correlation coefficient (r) of 0.987 and a standandbs inconvenientes. Primero, la absorbancia maxi-
error (Sy,x) of 345 U/L. ma del producto de la reaccion indicadora, el
Discussion. The evaluated method constitutes tionitrobenzoato, coincide con el pico de
sensitive, precise, and convenient procedure fabsorbancia maxima de la hemoglobina de los
determining human acetylcholinesterase activitgritrocitos a 410 nM. Segundo, los métodos ge-
with the great advantage that hemoglobin does n@ralmente se realizan con eritrocitos lavados y es
interfere. The data indicates that the method is tiecesario hacer una dilucién de los mismos, lo que
near and precise in the range of normal enzymentribuye a la imprecision y hace dificil la
activity. Comparison with commercial methodsutomatizacion. Tercero, el DTNB es tan sensible
gave a good correlation. alaluz que la luz del dia puede aumentar el color
(Rev Biomed 2000; 11:161-168) si se emplea una incubacién de varios minutos o si
los tubos de las muestras no se mantienen en la
Key words: erythrocyte acetylcholinesterasepscuridad mientras se espera para realizar la deter-
organophosphates, carbamates, pesticides.  minacion de la absorbancia (9). Una solucién es
sacrificar sensibilidad y determinar la absorcién a
otra longitud de onda, por ejemplo 470 nM 6 480
INTRODUCCION. nM, aunque la sensibilidad de la prueba se dismi-
La acetilcolinesterasa (AColE, EC 3.1.1.7huye marcadamente bajo estas condiciones (10).
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Para evitar estos inconvenientes se ha propuesfrigeracion (4 - 8°C).
el empleo del &cido 6-6'-ditiodinicotinico (DTNA) 3. Sustrato, yoduro de acetiltiocolina, 10,5 mmol/
como sustituto del DTNB (11). En este estudio de Disolver 30,40 mg de yoduro de acetiltiocolina
presenta la validacion del andlisis de la actividah 10 mL de agua destilada. Esta solucién es esta-
de AColE humana empleando el DTNA como irble por Io menos 3 meses en congelacion a -20°C.
dicador.

Bajo las condiciones de reaccion, a partir derocedimiento:
acetiltiocolina la ACoIE libera tiocolina, la cual 1. Colocar 2,0 mL de la solucién de trabajo
reacciona inmediatamente con el DTNA formaren un tubo de vidrio de 13 x 100 mm.
do &cido tionicotinico, que presenta un pico maxi- 2. Agregar 5 pL de muestra (sangre total).
mo de absorbancia a 340 nM, permitiendo asiMezclar e incubar a 30°C por dos minutos.

monitoreo directo de la reaccion: 3. Agregar 100 pL de sustrato. Mezclar,
esperar 30 segundos y determinar el cambio de
colinesterasa absorbancia por minuto a 340 nM y a 30°C, ajus-
acetiltiocolina + HO  ——————=  &cido acético + tiocolina yandg previamente el cero de absorbancia con agua
2tiocolina + 2 O+ DTNA —= ditiobis(colina) + HO + &cido tionicotinico destilada.
Célculos:

:\EAATER_IALES Y METODOS. Bajo las condiciones de la prueba, el coeficiente de
quipo: absortividad milimolar del &cido tionicotinico a 340

Para los analisis se empleé un
, My 30°C es 10,80 L mméknt™.
espectrofotometro Shimadzu Modelo UV-160, con y

control de temperatura. Shimadzu CorporatioR,qsicolinesterasa UL AAMmMIN x 2105 mL.
Kyoto, Japon.
Muestras: 0,005 mL x 10,80x10 umot* cnt

La muestra adecuada es sangre total recogida Egfiicolinesterasa U/L AA/min x 39000

heparina o EDTA.
Reactivos:

Los reactivos utilizados fueron obtenidos dBESULTADOS. .,
la compafiia Sigma, St. Louis,USA. ~ Espectro de gbsormon del producto d(_e,re-
1. Solucién amortiguadora de fosfato, 100 mmdfccion. Se realizo el espectro de absorcion del
L, pH 7,6. Disolver 2,33 g de PO,y 0,831 producto de la reaccion determinando las
g de KHPQ, en 800 mL de agua destilada, ajust&Psorbancias en el intervalo de 300 a 700 nm, se
el pH a 7,6 con NaOH 0,02M y trasvasar a Ug'contro que el pico de absorbancia maxima del
matraz volumétrico de un litro, aforar hasta 13¢1d0 tionicotinico se presenta a 340 nm.
marca con agua destilada y mezclar. Efecto de la concentracion de DTNA.Se

2. Solucién de trabajo. En un matraz volumétricyralizaron diferentes concentraciones del compues-
de un litro colocar: 61,66 mg de aciddo en el intervalo de 0,0125 a 0,30 mmol/L. Enla

6,6'ditiodinicotinico (DTNA), 25,8 mg de figura 1 se muestran los resultados. Como puede
hi’drocloruro de quinidinay 1 mL ’de T;it()n X-100 Observarse los mejores resultados se obtuvieron con

Aforar hasta la marca con solucién amortiguadof@ncentraciones de 0,20 a 0,30 mmol/L. Se eligi

de fosfatos (100 mmol/L, pH 7,6) y mezclarl.a concentracion de 0,20 mmol/L como adecuada.

Almacenar en botella &mbar. Esta solucién es Efécto de laconcentracion de sustratcel
estable por lo menos durante 6 meses gfgcto de la concentraciéon de sustrato sobre la ac-

tividad de la AcolE se muestra en la figura 2. Se
Vol. 11/No. 3/Julio-Septiembre, 2000
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Figura 1.- Efecto de la concentracién de DTNA sobre l&igura 2.- Efecto de la concentracién de sustrato sobre la

determinacion de colinesterasa eritrocitica a 340 nm.

actividad de colinesterasa eritrocitica.

analizaron diferentes concentraciones de acetiltievaluacion se realiz6 utilizando una muestra con
colina en el intervalo de 0,25 a 2,5 mmol/L en lactividad de AColE de 8200 U/L.
Efecto del volumen de muestra.Se anali-
centraciones entre de 0,5y 2,0 mmol/L se obtiegé el efecto del volumen de muestra sobre la de-
nen valores similares de actividad. Un valor supterminacién, se emplearon volimenes en el inter-
rior a 2,0 mmol/L causa inhibicién de la enzimazalo de 0,5a 5,0 uL. Se observé que con volime-
Por lo tanto, se decidio utilizar en la mezcla finales dentro de este intervalo se obtienen resultados
una concentracion de sustrato de 0,5 mmol/L. La

mezcla final de reaccidén. Se observa que con con-
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Figura 3.- Efecto del PH sobre la actividad de colinesteragégura 4.- Efecto de la concentracion de hidrocarburo de
eritrocitica y la hidrdlisis espontanea del blanco de reactivagiinina sobre la actividad de las colinesterasas.
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similares. Se eligié un volumen de muestra de 5;06ncentracion de 0,068 mmol/L del inhibidor como
ML como adecuado por comodidad en la mediciéadecuada.

Efecto del pH. Se evalué el efecto del pH Imprecision. Se realizaron estudios de
sobre la actividad de la enzima. Se analizaron uayprecision analizando repetidamente (n = 10) en
lores de pH en el intervalo de 7,2 a 8,2. Como s8a mismo dia y en dias consecutivos, mezclas de
observa en la figura 3, conforme aumenta el pétitrocitos con actividades de ACoIE baja y alta.
aumenta levemente la actividad de la enzima y En un mismo dia se obtuvieron coeficientes de
menor medida la hidroélisis espontanea del sustrariaciéon (CV) de 1,5 y 2,9 por ciento para
to. Se eligié un pH de 7,6 como adecuado por ssstividades de 6567 y 2076 U/L, respectivamente.
empleado en otros procedimientos y para mantess CV dia a dia fueron de 3,2 y 5,7 por ciento
ner baja la hidrolisis espontdnea del sustrato. para actividades de 6225 y 2227 UJ/L,

Efecto de la concentracion de Tritdn X- respectivamente.

100. Se evaluo el efecto del detergente no i6nico  Linealidad del método. Se comprobd la
Tritdn X-100, en el intervalo de concentraciondgealidad del método analizando diluciones de una
de 0,05 - 2,0 %, sobre la actividad de la enzimauestra con actividad alta (8254 U/L),
Las concentraciones evaluadas fueron adecuadateniéndose un coeficiente de correlacion (r) de
para llevar a cabo la lisis de los eritrocitos sin afet;00 (fig. 5).

tar la actividad de la enzima. Se eligiéo una con- Efecto de sustancias interferentes.Se
centracion de 1,0 % como adecuada. evaluo el efecto interferente de bilirrubina (2,5 a

Efecto de la concentracién del inhibidor. 20 mg/dL) y hemoglobina (50 a 500 mg/dL) en la
Se evallo el efecto de la concentracion ddéterminacion. No se observo interferencia por
hidrocloruro de quinidina sobre la actividad de lasinguna de estas dos sustancias.
colinesterasas. En la figura 4 se muestran los Estudio comparativo. En la figura 6 se
resultados. Como puede observarse la quinidipeesentan los resultados del estudio comparativo
es un inhibidor bastante selectivo de la colinesterabal método en estudio (DTNA) con la
plasmatica, afectando minimamente la actividad de
la acetilcolinesterasa eritrocitica. Se eligié uni 10000
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Figura 5.- Linealidad del método para colinesterasaM empleando DTNB.
erotrocitica a 340 nM. Y =0,987+222; n = 52; r = 0,958; Sy/x = 359 U/L.
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determinacion de AColE por un método comercianportancia en los sistemas de vigilancia para
que emplea DTNB como indicador (Biotedntoxicaciones cronicas, por permanecer deprimida
Internacional S.A., San José, Costa Ricaayor tiempo y se considera un mejor indice de
empleado como referencia. Se analizaron ®Xposicion (2, 3, 14).
muestras con actividades de AColE entre 2060y  Generalmente los métodos empleados para el
9700 U/L. La ecuacion de regresion obtenida fuanalisis de las colinesterasas se basan en la reaccion
y=0,987x + 222. El coeficiente de correlacién (e Ellman, que emplea la reduccion del DTNB por
fue de 0,958y el error estandar del estimagg (Sla tiocolina liberada del éster de colina como
de 359 UJ/L. reaccion indicadora, sin embargo estos métodos
presentan varios inconvenientes, especialmente al
analizar muestras ricas en hemoglobina. En este
DISCUSION. estudio se realizo la validacion del andlisis de AColE
En Latinoamérica es comun el empleo dempleando el DTNA en lugar del DTNB. En este
plaguicidas organofosforados y carbamatos, quetodo, la tiocolina reduce al DTNA liberando
inhiben las colinesterasas (12). La intoxicaciéécido tionicotinico, permitiendo la determinacion
por plaguicidas organofosforados puede causaediante el monitoreo continuo del aumento de
enfermedad severa incluyendo la muerte y da@bsorbancia a 340 nm.
cerebral permanente en los sobrevivientes (12, 13). Se realizaron estudios para determinar las
Como una medida preventiva, los trabajadores eandiciones Optimas. En el caso del DTNA, una
contacto con tales compuestos deben seoncentracion de 0,20 mmol/L se considera
controlados continuamente, para identificar a laglecuada. Una concentracion final del sustrato
personas sobreexpuestas. Esto se realiza medidateetiltiocolina) de 0,5 mmol/L se encontré
la determinacion de la actividad de lasuficiente para el analisis de actividades elevadas
colinesterasas, ya que la actividad enzimaticke la enzima. Se observo que al aumentar el pH
disminuye antes de que se presenteaumentaligeramente laactividad delaenzimayen
manifestaciones clinicas (12-14). menor medida la hidrdlisis espontanea del sustrato.
Dentro del grupo de las colinesterasas £ eligio un pH de 7,6 como adecuado ya que se ha
incluyen la AColE vy la acilcolina acilhidrolasaempleado en otros procedimientos y se mantiene
(E.C.3.1.1.8) o colinesterasa plasmatica. LUaaja la hidrolisis espontanea del sustrato.
enzima plasmatica es de importancia clinica para Empleando 5 pL de muestra, el método
detectar pacientes con intoxicacién popresentauna buena linealidad en elintervalo dentro
plaguicidas, formas atipicas de la misma del cual se esperan los valores de las muestras. Sin
disfuncidon hepéatica (2, 3). En contacto coembargo, si se requiere cambiar el volumen de
plaguicidas la actividad de la enzima plasmaticauestra, este puede variarse entre 1y 5 L, con el
disminuye mas rapidamente que la actividad dedarrespondiente cambio en el factor, sin afectar los
enzima eritrocitica, por lo que se considera uesultados.
indice muy sensible para prevenir intoxicacion. Sin ~ Para eliminar la interferencia producida por
embargo, la actividad de esta enzima se disminugecolinesterasa plasmatica al utilizar sangre total
también en casos de enfermedad hepatica, anera@jncluye en el reactivo de trabajo un inhibidor
drogas (notablemente estr6genos) y en casosddela misma. Se pudo comprobar que la quinidina
variantes genéticas (2, 3). La AColE es méass un inhibidor bastante selectivo para la enzima
especifica en este sentido y a la fecha, no se lasmatica, afectando minimamente la actividad
reportado variantes genéticas que disminuyan da la AColE, lo cual también ha sido aprovechado
actividad, por tal motivo se considera de gragn otros procedimientos para analizar
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