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RESUMEN.
Introducción . Se presenta la validación de un
método de monitoreo continuo para la
cuantificación de acetilcolinesterasa eritrocítica
humana (EC. 3.1.1.7) empleando ácido 6-6‘-
ditiodinicotínico (DTNA) como indicador.
Materiales y métodos.  Se emplearon muestras
de sangre total recogida con EDTA como
anticoagulante. En este método la tiocolina liberada
de la acetiltiocolina por la colinesterasa, reacciona
con el DTNA liberando ácido tionicotínico y el
aumento de absorbancia a 340 nM es proporcional
a la actividad de la enzima.  La interferencia debida
a colinesterasa plasmática se elimina mediante el
empleo de quinidina.
Resultados. Las precisiones día a día para mues-
tras con valores de colinesterasa bajos y altos mos-
traron coeficientes de variación de 3,2  y 5,7 por
ciento y en un mismo día de 2,9 y 1,5 por ciento
respectivamente.  La bilirrubina y la hemoglobina
no presentan interferencia. El reactivo de DTNA
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almacenado en botella ámbar es estable por al me-
nos 6 meses a 4-8ºC. Al comparar los resultados
con métodos comerciales basados en la reacción
de Ellman  se obtuvo una ecuación de regresión
lineal de Y = 0,987(X) + 222, con un coeficiente
de correlación (r) de 0,958 y una desviación están-
dar sobre la línea de regresión (S

y/x
) de 359 U/L.

Discusión. El método evaluado constituye una
alternativa precisa, sensible y conveniente para la
determinación de acetilcolinesterasa humana.
Además posee la gran ventaja sobre los métodos
con DTNB, de no sufrir interferencia por
hemoglobina.  Los datos obtenidos indican que el
método es lineal y reproducible dentro del intervalo
en el que se espera encontrar los valores de las
muestras. El estudio comparativo con métodos
comerciales mostró una buena correlación.
(Rev Biomed 2000; 11:161-168)

Palabras clave: acetilcolinesterasa, organofosfo-
rados, carbamatos, pesticidas.
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SUMMARY.
Validation of the method for the determination
of human erythrocyte acetycholinestase at 340
nM.
Introduction . A kinetic method for the determi-
nation of human erythrocyte acetylcholinesterase,
which entails the use of 6,6‘-dithiodinicotinic acid
as a chromogen is validated.
Material and methods. In this procedure, the
hydrolysis of acetylthiocholine liberates thiocho-
line, which reacts with 6-6‘-dithiodinicotinic acid
(DTNA) to yield thionicotinic acid, which has an
optimal absorption wavelength at 340 nM. The
increase in absorbance at 340 nM is proportional
to enzyme activity. The interference from plasma
cholinesterase was eliminated by the inclusion of
quinidine.
Results.  Variation Coefficient of the between run
precision ranged from 3,2 to 5,7 per cent. Within-
run precision ranged from 1,5 to 2,9 per cent.
Bilirrubin and hemoglobin do not interfere. The
working reagent, stored in an amber-colored bottle,
is stable for at least 6 months at 4-8ºC.

Comparisons with a commercial method
based on the Ellman‘s reaction, gave a linear
regression of Y = 0.987 (X) + 222, with a
correlation coefficient (r) of 0.987 and a standard
error (S

y/x
) of 345 U/L.

Discussion.  The evaluated method constitutes a
sensitive, precise, and convenient procedure for
determining human acetylcholinesterase activity,
with the great advantage that hemoglobin does not
interfere. The data indicates that the method is li-
near and precise in the range of normal enzyme
activity. Comparison with commercial methods
gave a good correlation.
(Rev Biomed 2000; 11:161-168)

Key words: erythrocyte acetylcholinesterase,
organophosphates, carbamates, pesticides.

INTRODUCCIÓN.
La acetilcolinesterasa (AColE, EC 3.1.1.7)

o colinesterasa eritrocítica es una glicoproteína
extracelular con un peso molecular de aproxima-
damente 80,000 Da, aunque las estimaciones va-
rían según las fuentes y el método (1, 2). Esta en-
zima es importante en la transmisión colinérgica,
hidrolizando rápidamente al neurotransmisor
acetilcolina, lo que permite un control preciso del
tiempo que dura la activación sináptica. Después
de que la de AColE hidroliza la acetilcolina, termi-
na la transmisión química sináptica (1).  La deter-
minación de AColE se ha empleado principalmen-
te para la detección de la sobreexposición a
organofosforados y carbamatos (2-4).

En nuestro medio, la AColE ha adquirido
gran importancia clínica debido a la amplia aplica-
ción de plaguicidas. Para su determinación se em-
plea su capacidad de hidrolizar la acetiltiocolina
en ácido acético y tiocolina. Se han desarrollado
varios métodos, entre los que se incluyen la deter-
minación del cambio de pH que acompaña la
hidrólisis de los ésteres de colina (5, 6) y aquellos
basados en la detección de la liberación de tiocolina
de sus ésteres empleando como indicador el
reactivo de Ellman (5,5-ditiobis-(2-ácido
nitrobenzoico)), DTNB (4, 7, 8).  Estos últimos
tienen  mayor aceptación, sin embargo, tienen va-
rios inconvenientes.  Primero, la absorbancia máxi-
ma del producto de la reacción indicadora, el
tionitrobenzoato, coincide con el pico de
absorbancia máxima de la hemoglobina de los
eritrocitos a 410 nM.  Segundo, los métodos ge-
neralmente se realizan con eritrocitos lavados y es
necesario hacer una dilución de los mismos, lo que
contribuye a la imprecisión y hace difícil la
automatización.  Tercero, el DTNB es tan sensible
a la luz que la luz del día puede aumentar el color
si se emplea una incubación de varios minutos o si
los tubos de las muestras no se mantienen en la
oscuridad mientras se espera para realizar la deter-
minación de la absorbancia (9).  Una solución es
sacrificar sensibilidad y determinar la absorción a
otra longitud de onda, por ejemplo 470 nM ó 480
nM, aunque la sensibilidad de la prueba se dismi-
nuye marcadamente bajo estas condiciones (10).
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Para evitar estos inconvenientes se ha propuesto
el empleo del ácido 6-6‘-ditiodinicotínico (DTNA)
como sustituto del DTNB (11). En este estudio se
presenta la validación del análisis de la actividad
de AColE humana empleando el DTNA como in-
dicador.

Bajo las condiciones de reacción, a partir de
acetiltiocolina la AColE libera tiocolina, la cual
reacciona inmediatamente con el DTNA forman-
do ácido tionicotínico, que presenta un pico máxi-
mo de absorbancia a 340 nM, permitiendo así el
monitoreo directo de la reacción:

           colinesterasa

acetiltiocolina + H2O                   →     ácido acético + tiocolina

2 tiocolina + 2 OH- + DTNA              →  ditiobis(colina) + H2O + ácido tionicotínico

MATERIALES Y MÉTODOS.
Equipo:

Para los análisis se empleó un
espectrofotómetro Shimadzu Modelo UV-160, con
control de temperatura. Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japón.
Muestras:
La muestra adecuada es sangre total recogida con
heparina o EDTA.
Reactivos:

Los reactivos utilizados fueron obtenidos de
la compañía Sigma, St. Louis,USA.
1. Solución amortiguadora de fosfato, 100 mmol/
L,   pH  7,6.  Disolver 2,33  g de Na

2
HPO

4
 y 0,831

g de KH
2
PO

4
 en 800 mL de agua destilada, ajustar

el pH a 7,6 con NaOH 0,02M y trasvasar a un
matraz volumétrico de un litro, aforar hasta la
marca con agua destilada y mezclar.
2.  Solución de trabajo.  En un matraz volumétrico
de un litro colocar: 61,66 mg de ácido
6,6‘ditiodinicotínico (DTNA), 25,8 mg de
hidrocloruro de quinidina y 1 mL de Tritón X-100.
Aforar hasta la marca con solución amortiguadora
de fosfatos (100 mmol/L, pH 7,6) y mezclar.
Almacenar en botella ámbar.  Esta solución  es
estable por lo menos durante 6 meses en

refrigeración (4 - 8ºC).
3.  Sustrato, yoduro de acetiltiocolina, 10,5 mmol/
L. Disolver 30,40 mg de yoduro de acetiltiocolina
en 10 mL de agua destilada.  Esta solución es esta-
ble por lo menos 3 meses en congelación a -20ºC.

Procedimiento:
1. Colocar 2,0 mL de la solución de trabajo

en un tubo de vidrio de 13 x 100 mm.
2. Agregar 5  µL de muestra (sangre total).

Mezclar e incubar a 30ºC por dos minutos.
3. Agregar 100 µL de sustrato.  Mezclar,

esperar 30 segundos y determinar el cambio de
absorbancia por minuto a 340 nM y a 30ºC, ajus-
tando previamente el cero de absorbancia con agua
destilada.

Cálculos:
Bajo las condiciones de la prueba, el coeficiente de
absortividad milimolar del ácido tionicotínico a 340
nM y 30ºC es 10,80 L mmol-1 cm-1.

Acetilcolinesterasa U/L = ∆A/min x  2,105 mL
     ———-

              0,005 mL x 10,80x10-3 L umol-1 cm-1

Acetilcolinesterasa U/L = ∆A/min x 39000

RESULTADOS.
Espectro de absorción del producto de re-

acción.  Se realizó el espectro de absorción del
producto de la reacción determinando las
absorbancias en el intervalo de 300 a 700 nm, se
encontró que el pico de absorbancia máxima del
ácido tionicotínico se presenta a 340 nm.

Efecto de la concentración de DTNA.  Se
analizaron diferentes concentraciones del compues-
to en el intervalo de 0,0125 a 0,30 mmol/L.  En la
figura 1 se muestran los resultados.  Como puede
observarse los mejores resultados se obtuvieron con
concentraciones de 0,20 a 0,30 mmol/L.  Se eligió
la concentración de 0,20 mmol/L como adecuada.

Efecto de la concentración de sustrato.  El
efecto de la concentración de sustrato sobre la ac-
tividad de la AcolE se muestra en la figura 2.  Se
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analizaron diferentes concentraciones de acetiltio-
colina en el intervalo de 0,25 a 2,5 mmol/L en la
mezcla final de reacción.  Se observa que con con-
centraciones entre de 0,5 y 2,0 mmol/L se obtie-
nen valores similares de actividad.  Un valor supe-
rior a 2,0 mmol/L causa inhibición de la enzima.
Por lo tanto, se decidió utilizar en la mezcla final
una concentración de sustrato de 0,5 mmol/L. La

evaluación se realizó utilizando una muestra con
actividad de AColE de 8200 U/L.

Efecto del volumen de muestra.  Se anali-
zó el efecto del volumen de muestra sobre la de-
terminación, se emplearon volúmenes en el inter-
valo de 0,5 a 5,0 µL.  Se observó que con volúme-
nes dentro de este intervalo se obtienen resultados
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Figura 1.- Efecto de la concentración de DTNA sobre la
determinación de colinesterasa eritrocítica a 340 nm.
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Figura 3.- Efecto del PH sobre la actividad de colinesterasa
eritrocítica y la hidrólisis espontánea del blanco de reactivos.
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similares. Se eligió un volumen de muestra de 5,0
µL como adecuado por comodidad en la medición.

Efecto del pH.  Se evaluó el efecto del pH
sobre la actividad de la enzima.  Se analizaron va-
lores de pH en el intervalo de 7,2 a 8,2.  Como se
observa en la figura 3, conforme aumenta el pH
aumenta levemente la actividad de la enzima y en
menor medida la hidrólisis espontánea del sustra-
to. Se eligió un pH de 7,6 como adecuado por ser
empleado en otros procedimientos y para mante-
ner baja la hidrólisis espontánea del sustrato.

Efecto de la concentración de Tritón X-
100.  Se evalúo el efecto del detergente no iónico
Tritón X-100, en el intervalo de concentraciones
de 0,05 - 2,0 %, sobre la actividad de la enzima.
Las concentraciones evaluadas fueron adecuadas
para llevar a cabo la lisis de los eritrocitos sin afec-
tar la actividad de la enzima.  Se eligió una con-
centración de 1,0 % como adecuada.

Efecto de la concentración del inhibidor.
Se evalúo el efecto de la concentración del
hidrocloruro de quinidina sobre la actividad de las
colinesterasas.  En la figura 4 se muestran los
resultados.  Como puede observarse la quinidina
es un inhibidor bastante selectivo de la colinesterasa
plasmática, afectando mínimamente la actividad de
la acetilcolinesterasa eritrocítica.  Se eligió una

concentración de 0,068 mmol/L del inhibidor como
adecuada.

Imprecisión.  Se realizaron estudios de
imprecisión analizando repetidamente (n = 10)  en
un mismo día y en días consecutivos, mezclas de
eritrocitos con actividades de AColE baja y alta.
En un mismo día se obtuvieron coeficientes de
variación (CV) de 1,5 y 2,9 por ciento para
actividades de 6567 y 2076 U/L, respectivamente.
Los CV día a día fueron de 3,2 y 5,7 por ciento
para actividades de 6225 y 2227 U/L,
respectivamente.

Linealidad del método.  Se comprobó la
linealidad del método analizando diluciones de una
muestra con actividad alta (8254 U/L),
obteniéndose un coeficiente de correlación (r) de
1,00 (fig. 5).

Efecto de sustancias interferentes.  Se
evaluó el efecto interferente de bilirrubina (2,5 a
20 mg/dL) y hemoglobina (50 a 500 mg/dL) en la
determinación.  No se observó interferencia por
ninguna de estas dos sustancias.

Estudio comparativo. En la figura 6 se
presentan los resultados del estudio comparativo
del método en estudio (DTNA) con la
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Figura 6.- Estudio comparativo del análisis de colinesterasa
erotrocítica por el método en estudio con el análisis a 460
nM empleando DTNB.
Y = 0,987+222; n = 52; r = 0,958; Sy/x = 359 U/L.
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determinación  de AColE por un método comercial
que emplea DTNB como indicador (Biotec
Internacional S.A., San José, Costa Rica),
empleado como referencia.  Se analizaron 52
muestras con actividades de AColE entre 2060 y
9700 U/L.  La ecuación de regresión obtenida fue:
y = 0,987x + 222. El coeficiente de correlación (r)
fue de 0,958 y el error estándar del estimado (S

y/x
)

de 359 U/L.

DISCUSIÓN.
En Latinoamérica es común el empleo de

plaguicidas organofosforados y carbamatos, que
inhiben las colinesterasas (12).  La intoxicación
por plaguicidas organofosforados puede causar
enfermedad severa incluyendo la muerte y daño
cerebral permanente en los sobrevivientes (12, 13).
Como una medida preventiva, los trabajadores en
contacto con tales compuestos deben ser
controlados continuamente, para identificar a las
personas sobreexpuestas. Esto se realiza mediante
la determinación de la actividad de las
colinesterasas, ya que la actividad enzimática
disminuye antes de que se presenten
manifestaciones clínicas (12-14).

Dentro del grupo de las colinesterasas se
incluyen la AColE y la acilcolina acilhidrolasa
(E.C.3.1.1.8) o colinesterasa plasmática.  La
enzima plasmática es de importancia clínica para
detectar pacientes con intoxicación por
plaguicidas, formas atípicas de la misma o
disfunción hepática (2, 3).  En contacto con
plaguicidas la actividad de la enzima plasmática
disminuye más rápidamente que la actividad de la
enzima eritrocítica, por lo que se considera un
índice muy sensible para prevenir intoxicación.  Sin
embargo, la actividad de esta enzima se disminuye
también en casos de enfermedad hepática, anemia,
drogas (notablemente estrógenos) y en casos de
variantes genéticas (2, 3).  La AColE es más
específica en este sentido y a la fecha, no se han
reportado variantes genéticas que disminuyan su
actividad, por tal motivo se considera de gran

importancia en los sistemas de vigilancia para
intoxicaciones crónicas, por permanecer deprimida
mayor tiempo y se considera un mejor índice de
exposición (2, 3, 14).

Generalmente los métodos empleados para el
análisis de las colinesterasas se basan en la reacción
de Ellman, que emplea  la reducción del DTNB por
la tiocolina liberada del éster de colina como
reacción indicadora, sin embargo estos métodos
presentan varios inconvenientes, especialmente al
analizar muestras ricas en hemoglobina.  En este
estudio se realizó la validación del análisis de AColE
empleando el DTNA en lugar del DTNB.  En este
método, la tiocolina reduce al DTNA liberando
ácido tionicotínico, permitiendo la determinación
mediante el monitoreo continuo del aumento de
absorbancia a 340 nm.

Se realizaron estudios para determinar las
condiciones óptimas.  En el caso del  DTNA, una
concentración de 0,20 mmol/L se considera
adecuada. Una concentración final del sustrato
(acetiltiocolina) de 0,5 mmol/L se encontró
suficiente para el análisis de actividades elevadas
de la enzima.  Se observó que al aumentar el pH
aumenta ligeramente la actividad de la enzima y en
menor medida la hidrólisis espontánea del sustrato.
Se eligió un pH de 7,6 como adecuado ya que se ha
empleado en otros procedimientos y se mantiene
baja la hidrólisis espontánea del sustrato.

Empleando 5 µL de muestra, el método
presenta una buena linealidad en el intervalo dentro
del cual se esperan los valores de las muestras.  Sin
embargo, si se requiere cambiar el volumen de
muestra, este puede variarse entre 1 y 5 µL, con el
correspondiente cambio en el factor, sin afectar los
resultados.

Para eliminar la interferencia producida por
la colinesterasa plasmática al utilizar sangre total
se incluye en el reactivo de trabajo un inhibidor
de la misma.  Se pudo comprobar que la quinidina
es un inhibidor bastante selectivo para la enzima
plasmática, afectando mínimamente la actividad
de la AColE, lo cual también ha sido aprovechado
en otros procedimientos para analizar
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acetilcolinesterasa (4, 7, 8).
Se llevaron a cabo estudios de imprecisión

en un mismo día y día a día, utilizando mezclas de
eritrocitos con diferentes actividades de
colinesterasa.  En un mismo día se obtuvieron CV
de 1,5 y 2,9 por ciento para actividades de 6567 y
2076 U/L, respectivamente. Los CV día a día
fueron de 3,2 y 5,7 por ciento para actividades de
6225 y 2227 U/L, respectivamente.  La imprecisión
obtenida  con este método es similar a la informada
para otros sistemas basados en la reacción de
Ellman (4, 7, 8, 15).

En cuanto al análisis de posibles interferentes,
se encontró, que la hemoglobina y la bilirrubina no
producen interferencia en este sistema.  Lo cual es
una gran ventaja sobre los métodos que emplean
DTNB.

Los reactivos empleados son bastante
estables.  El DTNA en buffer de fosfatos y en botella
ámbar, es estable al menos por 6 meses en
refrigeración (4 a 8ºC).  El sustrato es estable en
congelación (-20ºC) por lo menos 4 meses.

Al realizar estudios comparativos con
sistemas comerciales que emplean DTNB como
indicador (Biotec Internacional S.A. San José,
Costa Rica), se obtuvo muy buena correlación.  La
ecuación de regresión obtenida fue:  y = 0,987x +
222.  El coeficiente de correlación (r) fue de 0,958
y el error estándar del estimado (S

y/x
) de 359 U/L.

En resumen, el método evaluado constituye
una alternativa precisa y con menos interferentes
para la determinación de acetilcolinesterasa. Los
datos obtenidos indican que el método es lineal y
reproducible dentro del intervalo en el que se espera
encontrar los valores de las muestras.  El estudio
comparativo con métodos comerciales mostró una
buena correlación.  Y posee la gran ventaja sobre
los métodos con DTNB, de no sufrir interferencia
por hemoglobina.
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