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ABREVIATURAS UTILIZADAS EN LA PRESENTE MEMORIA

AChE: acetil colinesterasa

AChEe: acetil colinesterasa eritrocitaria

AChEe/GR: acetil coliﬁesterasa eritrocitaria por glébulo rojo.

AChEe/HB: acetil colinesterasa eritrocitaria expresada en hemoglobina

AChET: acetil colinesterasa total

‘AChET/GR: acetil colinesterasa total expresada por glébulo rojo

AChET/HB: acetil colinesterasa total expresada en hemoglobina

ChE: ‘ colinesterasa plasmatica o pseudocolinesterasa
UNIDADES *

ChE

U/L: unidades internacionales por litro

AChE Total y Eritrocitaria
/GR: estéd expresada en nanounidades por glébulo rojo.

/HB: estd expresada en unidades internacionales por gramo de hemoglobina.

* Unidad Internacional= Cantidad de enzima capaz de hidrolizar 1 micromol de

sustrato por minuto.
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INTRODUCCION



La primera sugerencia sobre la existencia en el suero
sanguinec de un factor capaz de hidrolizar la acetilcolina
fue realizada por Dale en 1914; su implicacién en la funcidn
nerviosa se debe a Loewi y Navratil (1921). Este factor que
hidrolizaba 1los eésteres de la colina recibidé el nombre de
colinesterasa por Stedman y col (1932); posteriormente se
distinguieron una pseudocolinesterasa Yy colinesterasa

verdadera (acetil colinesterasa).

Se ha investigado mucho desde entonces sobre las
funciones de esta enzima en situaciones fisiolégicas vy
patoloégicas, aunque 1la cantidad de publicaciones vy 1la
frecuencia de interpretaciones contradictorias revela que

aun queda mucho por clarificar en el tema.

En una revisién que hemos realizado a cerca de 2.300
publicaciones relacionadas, aparecidas en los 10 J&ltimos
anos, (grafica 1) 430 trabajos estan dedicados a
caracteristicas bioquimicas, moleculares y genéticas, vy
1.147 &a estudios de interés clinico: intoxicaciones por

inhibidores, modificaciones de la actividad por farmacos o

productos industriales, factores biolégicos de variacién,
participacion en diferentes patologias (malnutriciaon,
anormalidades del metabolismo lipidico, enfermedad de
Alzheimer, Parkinson, algunos trastornos psiquidtricos,



FIG. 1. DISTRIBUCION DE PUBLICACIONES SOBRE
COLINESTERASAS, REFERIDAS A DISTINTOS ASPECTOS
DEL TEMA, APARECIDAS ENTRE 1979 Y 19889.

ASPECTOS ANALITICOS

ALTER. XENOBIOTICOS 195

205 ASPECTOS
MOLECULARES
434
ALTER., ORGANO-P GENERAL
443 ‘ 13

OTRAS ESPECIES

REACTIVACION 365
181 ALTER OGCUPACIONAL
FARMACOS ASPECTOS 42
221 CLINICOS
229

NGmero total de referencias consultadas: 2388
Fuentes: Chemical Abstracts y Excerpta Médica



malformaciones neuroldgicas congénitas, etc ...). De las
restantes publicaciones, 220 se ocupan de los mecanismos de
inhibicidn y reactivacien, en tanto que casi 200 son de
meétodos analiticos y su aplicacién al diagnéstico clinico vy
al control de la exposicién a inhibidores. Tan sélo 13
(0.52% del total) son revisiones de caracter general, por lo
que entendemos que es conveniente efectuar una valoracion
critica que resuma el estado actual de 1los conocimientos

para ayudar a una correcta aplicacion clinica.

Teniendo en cuenta la complejidad bioquimica de estas
enzimas y a pesar de las lagunas adn existentes en el
conocimiento de ambas y de su posible interrelacion o
independencia, consideramos necesario buscar explicacién a
las discrepancias que aparecen en la bibliografia y en' la

practica clinica.

En primer lugar, como parece claro que la funcién de
estas enzimas en el organismo es muy diferente, hay que
asumir que los valores de cada una de ellas no son similares
ni 1intercambiables para la interpretacien de un estado
clinico por 1o que no es justificable el que sslo 1la
colinesterasa plasmatica (ChE) esté incluida en los paneles

analiticos.

LLa ChE presenta grandes fluctuaciones interindividuales
e intraindividuales explicables no sdélo por causas dgeneéticas
sino también por tratarse, al parecer, de una enzima de

vertido de origen hepdtico y cuya funcion fisiolégica adn no



ha sido totalmente dilucidada. Estas fluctuaciones se
reflejan en los amplios margenes de normalidad habitualmente
aceptados; ello dificulta su interpretacién y no favorece su
correcta aplicacion al diagnédstico, sobre todo si se
desconocen los valores basales del paciente. A pesar de ello
su conocimiento es valioso en diferentes situacidnes
clinicas, asi como en el estudio preoperatorio, para
detectar los individuos que por causas genéticas poseen una
colinesterasa atipica incapaz de hidrolizar suxametonio
(succinilcolina) por lo que pueden presentar problemas en la

fase de reanimacién.

También es atil junto con la valoracion de
lipoproteinas de baja densidad en el estudio de trastornos
del metabolismo lipidico de distinta etiologia (obesidad,
diabetes, hiperlipaoproteinemia) en 1los que 'la actividad
enzimatica se encuentra elevada; igualmente adquiere valores
altos en nifos con sindrome nefrotico asociado a

hiperlipoproteinemia, etc ...

Un extremo confilictivo, a pesar del gran interés
clinico, es su aplicacion al diagnostico de las
intoxicaciones por insecticidas organofosforados Y
carbamicos; frecuentemente no se extrae de este parametro
bioquimico la informacién que puede proporcionar, tanto en

la fase aguda como en la evolucién de la intoxicacion.

Por todas estas razones, y con la intencioén de

contribuir al mejor conocimiento de ambas enzimas y a su



aprovechamiento para facilitar diagnésticos de caracter

diferencial, hemos realizado el presente trabajo.
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DEFINICION Y CONCEPTOS

Las colinesterasas, son enzimas ubicuas que se
encuentran ampliamente distribuidas en todo el reino animal
y vegetal. Forman parte del grupo de las esterasas o
hidrolasas de los enlaces tipo ester, es decir los
constituidos, por la unién de acidos orgdnicos o inorganicos

con alcoholes o tioles de muy diferente naturaleza.
RCOOH + R'OH —> RCOOR'

Este grupo de enzimas esterasas comprende mds de 60,
que se distribuyen a su vez en 7 subgrupos. Dos corresponden
a hidrolasas de ésteres de acidos orgdnicos, unao de ellos
con alcoholes y el otro con tioles; otros cinco subgrupos
son de hidrolasas dé ésteres de &cidos inorganicos, tres de
fosfatasas para ésteres del 4cido fosférico segun se
encuentre esterificado en una, dos, o las tres valencias
adcidas; otro de estos subgrupos corresponde a sulfatasas,
para los ésteres del 4cido sulfarico y el Jdltimo  subgrupo
esta formado por las prenolpirofosfatasas (Villar Palasi vy

col., 1977}

Dentro del primer subgrupo citado existen unas
esterasas que hidrolizan a los esteres de colina de forma
mds activa que a los otros ésteres que no son de colina vy

gue difieren de otras enzimas de su grupo por su marcada



afinidad por sales de amonio cuaternario; estas enzimas son
las denominadas colinesterasas Yy sus sustratos mas
importantes son acetilcolina, butirilcolina, succinilcolina

y benzoilcolina, entre otros.

Consecuentemente, distinguiremos a la acetilcolineste-
rasa (ACKhE) presente en el sistema nervioso vy los
eritrocitos, y a la colinesterasa (ChE) presente en el

plasma y algunos a&rganos.

Las colinesterasas constituyen una familia de esterasas
caracterizadas por contener un resto de serina en el sitio
activo y que se distinguen de otras colinesterasas
inespecificas por su capacidad de ser inhibidas por eserina

10" M (n=-3). (Chatonnet y Lockridge, 1989).

El Jdnico sustraéo natural de 1la acetilcolinesterasa
(eritrocitaria), AChE, (E.C.3.1.1.7) &es la acetilcolina,
aunque tambien hidroliza a la propionilcolina, a la acetil
f-metilcolina y a 1los analogos ticcolina de los tres

compuestos.

La colinesterasa del plasma, ChE, (E.C.3.1.1.8) se
conoce como pseudocolinesterasa, butiril o succinilcolin-
esterasa, Yy se separa  en la fracciéon IVé6 en el
fraccionamiento proteico del plasma sanguineo. Esta enzima
no actua sobre la acetil metilcolina, 1lo cual nos ayuda a
una diferenciacién rapida de ambas. La ChE no solamente

hidroliza a la acetilcolina sino a la butirilceolina vy sus



tioderivados ademds de otros ésteres de colina vy otros
alcoholes. También la benzoilcolina es un sustrato
especifico que no es hidrolizado por la enzima eritrocitaria

(Murai, 1981, Brestkin, 1984).

Otra forma de distinguir ambas enzimas es por sus
inhibidores. La ChE es inhibida por la quinina y el atoxilo
que no influyen sobre la AChE. Inhibidores especificos de
ambas y que no afectan a otras esterasas son, en cambio, la
fisostigmina \y alcaloides de su grupo asi como los
carbamatos y compuestos organofosforados de aplicacion como
plaguicidas y «como gases de guerra de accion nerviosa

(Villar Palasi, 1977).

Hemos  visto que 1la priméra sugerencia sobre la
existencia en ios sueros sanguineos de una enzima
hidrolitica capaz de hidrolizar los ésteres de colina y de
tiocolina data de 19214, realizada por Sir Henry Dale. Loewi,
en 1921, demostrd que la estimulacion del vago en corazén
aislado de rana, produce la liberacioén de una sustancia que
origina el mismo efecto que la accidén debida al nervio, vy
reconocis que esta "sustancia vagal" era un derivado de 1la
colina. Poco después, en el mismo afo 1921, Loewi y Navratil
vieron que no habia diferencia entre esta "sustancia vagal"
y 1la acetilcolina. Es mas, ambas se inactivaban con
extractos acuosos del corazdén de la rana. Esta actividad
destructora se eliminaba de los extractos por calentamiento,
lo que sugeria su naturaleza enzimadtica, demostrada de forma

concluyente por Engelhardt y Loewi en 1930. Stedman y col.

10



(1932) propusieron el nombre de colinesterasa para la enzima
que hidrolizaba los ésteres de colina; a partir de entonces
adquirié una gran importancia en la explicacién de la
transmisién del impulso nerviosoc ya que se reconocisé que
esta enzima, al hidrolizar la acetilcolina liberada en 1la
placa motora, permitia a la fibra nerviosa acomodarse para
recibir el préximo impulso. En aquella época fue 1légico
atribuir a esta misma enzima la capacidad del suero de

hidrolizar la acetilcolina (Stedman y Stedman, 1931).

Los primeros trabajos experimentales se realizaron con
colinesterasa plasmatica humana y de caballo. Se vio que los
eritrocitos presentaban también un efecto hidrolizante de la
acetilcolina, por 1o que surgidé la cuestion de si las
actividades eritrocitaria y plasmatica eran idénticas. EIl
conocimiento de que se trataba de enzimas diferentes data de
1940 con Alles y Hawes. Estos autores demostraron que 1la
actividad eritrocitaria era mayor a bajas concentraciones de
acetilcolina y se inhibia por un exceso de sustrato natural,
mientras que la plasmatica aumentaba con concentraciones

crecientes de sustratoc y no se llegaba a inhibir.

Mendel vy su grupo (1943 a,b,c) comprobaron que 1la
enzima eritrocitaria es especifica para acetilcolina y no
hidroliza ésteres alifaticos de tributirina y metilbutirato.
La enzima sérica es, por otra parte, capaz de hidrolizar a
otros ésteres de la colina ademds de a la acetilcolina. En

1943 Mendel y Rudney denominaron colinesterasa "verdadera' y

11



"pseudo'"colinesterasa a las enzimas eritrocitaria y sérica,
respectivamente; aunque se propusieron otras nomenclaturas,
la de Mendel y Rudney fue 1la generalmente aceptada. La
pseudocolinesterasa parecia carecer de funcion fisiolégica,
y al mismo tiempo se habia demostrado que la colinesterasa
no era una entidad Jdnica con idénticas propiedades
independientemente de su origen tisular. Por el contrario,
se considero a la colinesterasa como una “familia" de
enzimas relacionadas, con propiedades divergentes. La
actividad difiere, en una especie dada, entre cada tejido, vy

en el mismo tejido segun la especie (Silk y col., 1972).

Mientras que la AChE eritrocitaria de distintas
especies de mamiferos presenta una alta especificidad de
sustratos, la ChE plasmatica muestra pautas diferentes segun

la especie (Seto y Shinohara, 1989).

Ambas enzimas se conocen actualmente con los naombres de
acetilcolinesterasa especifica o verdadera, acetilcolina
hidrolasa (E.C. 3.1.1.7, AChE) vy de colinesterasa no
especifica o pseudocol inesterasa, butirilcolinesterasa,

acilcolina hidrolasa (E.C. 3.1.1.8, ChE).

12



DISTRIBUCION TISULAR Y ESTRUCTURA QUIMICA

La AChE, cuya estructura, mecanismo de accidén vy
determinacidn genética es muy constante en todo el reino
animal, se encuentra en mamiferos vy en el hombre
fundamentalmente en sistema nervioso central y placa motora,
asi como en eritrocitos; también en rivmon, pancreas, bazo,

linfocitos.

La ChE se localiza principalmente en mdsculo 1liso,
higado, adipocitos y plasma.

No obstante, en algunos tejidos se pueden encontrar
ambas enzimas, como ccurre en el rifon, con distribucié;
algo diferente entre glomérulo y tdbulo, segun las especies
(Akio, 1986). También se ha determinado la presencia
simul tanea de actividad acetilcolinesterdsica %
butirilcolinesterdsica en sistema nervioso tanto central
como periferico (Kanyschera, 19863 Parveen y Tewani, 1986;
Catalan vy Hernandez, 1987); coexisten igualmente en placa
motora (Brzin vy col., 1980). La AChE se localiza en
sustancia gris vy 1la ChE parece mas bien 1ligada a 1la
sustancia blanca (Ord y Thomson, 1952). En algunas especies
al menos, como el pollo, parece que ambas actividades estén
asociadas a la misma molécula enzimatica (Pellin, 1988;

Tsim y col. 1988).

13



La AChE se distribuye de forma desigual en las
distintas regiones cerebrales (Hoover y col., 1978; Mackay vy
col. 1978; Marquis, 19843 Achaval vy Schneider, 1984;
Siddique y Alsenosy, 1985; Robertson y Logan, 1986; Geneser,
19863 Hallanger y col. 1986).Tanto en animales como en el
hombre se encuentra acumulada en el locus ceruleus, donde
por otra parte no hay evidencia de actividad colinérgica
(Lewis vy Schon, 1973; Gennari y Brodbeck, 1983; De Sarno vy
col. 1987). La distribucién y actividad en animales son
diferentes segun la edad, aumenta tras el nacimiento vy
disminuye en la edad adulta (Slavikova vy Tucek, 1986;
Bhatnagar y Tewari, 19853 Biegon y col., lqéé). En humanos
la actividad de la colinesterasa también varia con la edad
del individuo, asi la ChE plasmdtica disminuye en el hombre
y aumenta en la mujer (Hartford y col. 1984). Este hecho
puede en parte estar en relacion con una diferente actividad
nerviosa (Atack y col. 1986; Springer y col. 1987; Washio vy
col. 1987; Inestrosa y col. 1988) y por otra parte por una
posible relacion con procesos morfogenéticos (Butcher vy
Hodge, 1976; Muller y col. 1985; Bear y col. 1985; Mastrolia
y col. 19863 Miranda y col. 19873 Prusky y col. 1988). De
hecho la actividad de la AChE disminuye en fluido amnidtico
a medida que avanza la gestacién, mientras que aumenta la
actividad cerebral en el feto (Adejumo y Egbunike, 1987).

'
También la distribucién subcelular de 1la AChE es

heterogénea aunque en general estd ligada a fracciones de

14



membrana (Henderson vy Greenfield 19843 Falugi, 1985;
Rosenberry y col. 1986; Inestrosa y col. 19873 Anglade,
1987), presentando un desarrollo ontogénico diferente en las
distintas regiones cerebrales, mas temprano en las regiones

mds caudales (Lai y col., 1982).

La diferente distribucion tanto tisular como celular,
asi como en distintos momentos del desarrollo esta
relacionada con las distintas conformaciones en que puede
encontrarse la estructura cuaternaria de la AChE (Fernéndez

Yy Seiter, 1984; Z2akut y col., 1983; Sung y Ruft, 1987).

Efectivamente, la molécula de la AChE puede presentarse
como mondmero (G1, 45), dimero (G2), ¢trimero (G3) o
tetramero (G4, 108y, o como aodecémero asimeétrico
caracteristico de la sinapsis (AlZ, 16S) (Dreyfus y col.,
1983; Rosenberry vy Scoggin 19853 Skan, 19853; Gennari vy
Brodbeck, 1985; Manavalan y col., 1985; Sorensen y col.,
19863 Israel y Skan, 1986; Schegg y col., 1986; Payner y
col., 1987; Gennari y col., 19873 Nyguist—-Battie y col.,

1987; Koelle y col., 1988; Fuentes y Inestrosa, 1988).

Estas conformaciones se distinguen por diferencias en
la movilidad electroforética (Edwards y Shaw, 1983; Ramirez
y cal. 19843 Rosenberry y Scoggin, 1984) y su estabilidad
frente a 1la temperatura, siendo la mas resistente la
dodecamérica (Bajgar y Patocka, 19863 Yagie—-Guirao, 1986).
Se ha propuesto que 1la forma monomérica G1, a menudo

inactiva, puede ser un precursor de las formas asimeétricas
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de 1la AChE (Stieger y col. 1987). La forma G4 de la AChE
cerebral se agrega mediante un fragmento 13KDa (Fuentes vy

col., 1988).

La forma monomérica se ha aislado tanto como especie
soluble citopldsmica (Kolle y col. 1987; Sine y Colas, 1987)
como ligada al reticulo endoplasmico (Vidal y col., 1987) ;
todas 1las otras formas son enzimas de membrana. En el
eritrocito se encuentra ligada a la membrana citopldsmica
(Korpela vy Tahk, 1988) siendo los eritrocitos humanos los
que presentan una mavyor actividad acetilcolinesterasica
(Bondar, 1983). En linfocitos del timo y en celulas
epiteliales humanas (Tolpiko y Caillon, 1985) se encuentra
selectivamente asociada a cisternas perinucleares vy al

reticulo endoplésmico.

Se han utilizado distintas fuentes, como el nuacleo
caudado de cerebro de mamiferos, los dorganos eléctricos de
peces de 1los géneros Torpedo vy Electrophorus vy los
eritrocitos de buey o caballo, para purificarla en
cantidades suficientes para abordar su estudio estructural
(Nachmanson y Wilson, 1951 ; Wong y col. 1987; Ulasov vy
col. 1987). Hoy dia»se estan aislando y caracterizando las
AChE de muy distintos origenes humanos y animales (Adamson,
1977; Bjerrum y col. 1985; Gardner y col. 1986; de la Hoz,
1986; Deschamps y Morris, 1987). Su solubilizacion requiere

el uso de detergentes o de heparina (Bazart y col. 1986).
Se ha establecido parcialmente su estructura primaria
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(Schumacher vy col., 1986; Schumacher 1987), habiéndose
encontrado semejanzas vy diferencias entre las distintas
formas moleculares (Gibney y col. 1988), por sus aminoécidos
terminales y por los componentes del centro activo
(Rosenberry vy col. 19843 Mac Pee—-Quigley vy col. 1985;
Swillens y col. 1986; Haas y col. 19863 Bon y col. 1986).
También se ha estudiado la estructura secundaria de algunas
de ellas (Aslanian, 1987) y se ha prestado un particular

interés al anclaje de la molécula a la membrana celular.

Parece que la subunidad catalitica de AChE no penetra
profundamente en el interior de la bicapa lipidica de la
membrana plasmdatica (Barton y col. 1985), vy estudios con
antisueros monoespecificos parecen situarla en la cara
externa de la membrana eritrocitaria (Niday y col. 1977). La
union a la membrana se verifica por modificacidn post-
translacional de las subunidades cataliticas. Esto ocurre
mediante unién, por puentes disulfuro, de los tetrémeros a
una cola fibrosa, tipo colidgenoc, que interacciona después
con un proteoglicano semejante a la heparina, en la matriz
extracelular (Koelle vy col. 1987). E1 anclaje a la bicapsa
lipidica de la membrana puede también tener lugar por unioén
covalente de una molécula de fosfatidilinositol al C-
terminal de cada polipéptido catalitico (Silman y Futerman,
19873 Taguchi e Izekawa; 19873 Low y col. 1987; Roberts y
col. 1988; Roberts y Lewis, 198%9). La acetilcolinesterasa
eritrocitaria humana es una proteina anfifilica cuyo corto

dominio de unién a la membrana se elimina por digestion con
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papaina (Dutta-Chondhary y col., 1984); la forma anfifilica
se trasforma en hidrofilica bor acion de la fosfolipasa

sérica (Toutant y col., 1989).

Se estima que el peso molecular de la ChE se halla
entre 300 y 365.000. Es una glicoproteina que contiene acido
sidlico estd formada por cuatro cadenas polipeptidicas
idénticas de 374 aminodcidos cada una (Lockridge, 1987 vy
Lockridge y col., 1987a y b) y emigra en las electroforesis
entre las alfa-2 y las beta-globulinas (Peat y Brock, 19843
Toutant y col. 1985; Atack vy col. 1987; Layer y col 1987;

Tsim y col. 1988; Lockridge, 1988).

De la conformacidn de las secuencias de aminodcidos de
las hidrolasas que contienen serina en el sitioc activo, se
deduce que la familia de las colinesterasas es altamente
conservativa y diferente de otras serinas proteinasas. Por
tanto las cclinestefasas forman una familia definida que no
puede incluirse en una familia serina-hidrolasa multigénica

(Soreg y Prody, 1989).

Desde hace unos avios se conoce la secuencia de
aminoacidos del sitio activo de las variantes genéticas de

la ChE plasmatica (La Du y Lockridge, 1986).

Estudios realizados sobre la naturaleza quiral de 1los
conjugados covalentes metilfosfonil-AChE indican que el
centro activo de la AChE comprende al menos dos ‘"ambientes"

distintos cineticamente de 1la region esteratica pero
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localizados dentro de una distancia de S& de la serina
nucleofilica. Estos ambientes difieren en sSUs
caracteristicas dipolares que promueven la separacién de
cargas Yy la catélisis 4cida (Berman vy Decker, 1989).
Subsitios cercanos, caracterizados por diferentes
propiedades estéricas, electrostaticas e hidrofobicas,
permiten una multiplicidad de orientacicones en la unioén vy
explica la grdn variacion de ligandos, por ejemplo
organofasforados, con diferentes sustituyentes (Berman vy

col., 1287).

lLa acetilcolinesterasa de vegetales difiere de la
eritrocitaria animal en la estructura de su lugar  anidnico

de unién a inhibidores (Solyakov y col., 1989).
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MECANISMOS DE ACCION Y FUNCIONES FISIOLOGICAS

La AChE es muy semejante en cuanto a sus propliedades
enzimaticas en las distintas especies mientras que la ChE

plasmatica varia segun la especie (Sato y Shinohara, 1988).

Para explicar la afinidad de ambas colinesterasas por
sustratos catidénicos y por sus inhibidores, sobre todo los
que poseen un &tomo de nitrdégeno cargado positivamente unido
a grupos metilo vy etilo, Zeller vy Bissegger (1243)
postularon 1la combinacidn de esto; compuestos a la enzima
por dos lugares distintos en el centro activo. El1 primeroc de
ellos, el lugar anionico, es una region cargada
negativamente de la superficie de la molécula, que se
combina con la carga positiva del 4atomo de nitrdégeno
cuaternario del sustrato o del inhibidor. El seqgundo o sitio
estearico parece combinarse con el grupo carboxilico del
.enlace eéster y es el responsable de la hidrélisis del

sustrato y de la afinidad

ANIONICO ESTEARICO
Proteina CH3
I+
Acetilcolina CH3 - N —-CHE - CH2 - C =0

éHB & - CH

3
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(Wee y.col. 19763 Jarv y col. 1976; Gentinetta y Brodbecker,
19763 Rosen vy col. 19773 Relimpio, 19783 Roufogalis vy
Beauregard, 19793 Zhang y col. 19843 Radic y col. 19843
Jaaru, 198435 Ulrichova y col. 1985; Das y col. 1986; Langel
y col. 19863 Raiteri y col. 1986; Berman y col. 1986, 1987;

Acheson y col. 1987; Quinn, 1987).

Estudios cinéticos posteriores a los de Zeller vy
Bissegger (Davis y Green, 1958) confirmaron esta hipotesis.
l.a hidrélisis de la acetilcolina en el centro estearico se
produce por 1la intervencidn de dos restos de aminodcidos
presentes en el (histidina y serina); de forma semejante a
lo que ocurre en el mecanismo de accidn de la tripsina, en
reposo, el OH de la serina establece un enlace de hidrogeno
con el N imidazélico de la histidina, con desplazamiento del
proton de Ser a His. Asi es posible un puente de hidrdgeno
desde el N de la His al 0O insaturado de 1la acetilcolina
(ACh). Lentamente el 0O alcoholico de la Ser realiza un
ataque nucleofilico sobre el enlace acilo-oxigeno de la ACh,
originando la hidrdélisis vy esterificacion de la serina
(acetilacidn). Posterior hidrolisis del nuevo ester
regeneraria la enzima. La acetilacién de 1la enzima se
desarrollaria segun el esquema de la fig. 1:

Este mecanismo no es totalmente aceptado por todos los
autores; algunoé de ellos afirman que la colinesterasa
sérica solo posee el sitio estearico, lo que seria
compatible con el comportamiento bioguimico de sus distintas

variantes genéticas.
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Proteina Proteina Proteina
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FIG 1. ESTERIFICACION DE LA ENZIMA
Proteina Proteina
Serina Histidina Serina Histidina
che — che
(—g) H—-N+ NH A N H
: \ / A \ /
0 R20-P=0
u : L + R10OH
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FIG 2. FOSFORILACION DE LA ENZIMA

lLa funcidn
transmision

su descubrimiento.

en el desarrolloc de los procesos cognitiveos en los

biolégica de la AChE en

el mecanismo

de

nerviosa ha estado perfectamente definida desde
También se ha postulado su participacion

animales

y en el hombre (Kostovic, 1988). Sin embargo se desconoce el
papel que desempera en la membrana eritrocitaria, aunque
podria estar relacionada con el transporte ionico,
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concretamente del potasio, y consecuentemente influir en los
cambios que ocurren en el potencial eléctrico celular

(Nisita y col., 19845 Torp, 1986).

En cuanto a 1la ChE, si bien se ha detectado su
presencia en los principales tejidos de los animales y del
hombre (Silver, 1974), su funcion biolégica adn no se ha
establecido con claridad y es posible que posea una accion

mualtiple (Kutty, 19803 Balasubramanian, 1984).

El descubrimiento de que la acetilcolinesterasa vy la
colinesterasa eran enzimas diferentes quizas fue perjudicial
en el sentido que hizo suponer gque la ChE no tenia nada que
ver con la transmisién nerviosa. 8in embargo, Ord y Thomson
(1952) demostraron su existencia en la sustancia blanca del
sistema nervioso central y periférico en intima asociacidn

con la AChE de la sustancia gris.

Una de 1las funciones propuestas es que la ChE sea un
precursor de la AChtE (Koelle y col. 1973, 1976) peroc esta
hipétesis no se ha podido probar, y quedaria sin explicar el
papel de la ChE en tejidos no nerviosos. No obstante, parece
existir un mecanismo de regulacién reciproca entre BuChtE vy
AChE en misculo esquelético (Berman y col. 1987). Es también
probable que desempene un papel importante en el
mantenimiento de 1la vaina de mielina. Pero no todos los
agentes capaces de inhibir su actividad enzimatica son a la
vez agentes desmielinizantes por lo qgque esta hipétesis

resulta insostenible (Earl y Thompson, 1952; Davies, 1963).
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También se ha propuesto que actue en el mantenimiento
de 1la estructura o en el proceso de sintesis de las beta-
lipoproteinas, porque al parecer, la ChE forma con las
lipoproteinas séricas un complejo relativamente inestable,
por medio del cual la enzima -se transporta en estado
inactivo (Lawrence y Melnick, 19461). Algunas observaciones
apoyan esta hipotesis, pero esta explicacion solo cubriria
algun aspecto de las funciones de la ChE porgue sélo un 10%
de la actividad estd unida a esta fraccion lipoproteica de

baja densidad (Chu y col. 1978).

Dtros investigadores como Clitherow y col. (1963)
postularon que la ChE desempeda en el higado un importante
papel como mecanismo de defensa para la célula frente a 1la
formacion de butirilcolina y de otros ésteres de colina en
el metabolismo de los Acidos grasos, Yy asi protegerla de
efectos téxicos indeseables de tipo nicotinicd y de que
estos productos inhiban a la acetilcolinesterasa (Lehmann vy
Silk, 1953). Una funcidn similar se ha sugerido en

adipocitos (Ballantyne, 1968).

Esta funcion no seria generalizable a todo el organismo
puesto que el plasma y otros tejidos carecen de colinas
hidrosolubles del tipo de la butirilcolina. No obstante, en
apoyo de esta accidén destoxicante estén otras observaciones
en las gque se ha comprobadoc el papel de la ChE comoc enzima
metabolizante, por ejemplo de la timoxamina, bloqueante

competitivo de los receptores alfa-adrenergicos (Nielsen—
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Kudsk y col. 1980) o de la diacetilmorfina {(Lockridge y col.
1980) y se le ha demostrado también actividad peptiddsica
(Boopathy y Balasubramanian, 1987). En epidermis y glandulas
de la piel parece participar en la sintesis de los productos
de secrecion (Sckolov vy col. 1985) vy en pulmén parece
intervenir en el sistema surfactante ya que la
administracion de ChE ejerce un efecto protector en casos de
hemorragia masiva provocada en conejos (Z2elyak vy col.,

1984).

En la ChE plasmatica humana altamente purificada se ha
puesto de manifiesto actividad peptidédsica, cuyo lugar
activo contiene una serina activa y grupos carboxilos en un
ambiente no polar; la eliminacion de acido sidlico no altera
la actividad peptiddsica (Chatonnet y Masson, 1985; Majumda
y col., 1988). Asi mismo, presenta actividad semejante a
tripsina, metaloexopeptidasa (Small vy col 1987) vy a
carboxipeptidasa, requiriendo para ello la presencia de
iones metalicos, posiblemente cobalto (Small y col., 1988).
Sin embargo otros autores (Checler y Vincent, 1989) estiman
que estas actividades se deben a contaminacién por  otras

enzimas.
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INHIBICION DE LAS COLINESTERASAS

La 1inhibicién de la colinesterasa por los diferentes
plaguicidas organofosforados, carbamicos y otros compuestos
organicos e inorgénicos, ha sido a lo largo de los anos uno
de los temas mads estudiados por distintos autores,
encontrandose en la literatura cientifica numerosas

publicaciones al respecto.

No obstante siguen existiendo puntos oscuros dada la
gran variabilidad de respuestas que provocan los diferentes
organofosforados incluso los considerados mds tdédxicos, como
difluorodifenilfosfato (DFP), soman, sérin y tabun, lo que
ha hecho sospechar que la muerte no se produzca solamente

como consecuencia de la inhibicion de la AChE.

El aspecto mds interesante desde el punto de vista
clinico de la ‘inhibicién de estas enzimas por sustancias
quimicas radica en la posibilidad de su utilizacién como

indice de exposicién humana en medicina ocupacional.

Los inhibidores de 1la acetilcolinesterasa pueden
dividirse en dos grupos principales segun que la accion sea
reversible e irreversible. Se dice que tiene lugar una
inhibicidén reversible cuando 1a actividad énzimética se

recupera al eliminar, por cualqgquier medio, el inhibidor. En
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la inhibicién irreversible esto no ocurre. Son inhibidores
reversibles de la acetilcolinesterasa, la misma acetilcolina
cuando se encuentra en exceso como substrato, la
fisostigmina (eserina) vy la neostigmina (prostigmina)l.
Augustisson hizo en 1948 una relacién de hasta 100
compuestos entre los que destacan: procaina, cocaina,
nicotina, morfina, codeina, colchicina, quinina, cafeina,

urea, sulfonamidas, cloroformo, etc.

Se han considerado inhibidores irreversibles todos 1los
compuestos organofosforados utilizados ampliamente como
insecticidas vy también como gases de guerra, para lo que
estas sustancias fueron inicialmente utilizadas. Debido a
este hecho algunos auteores prefieren utilizar el término de
inhibicién por organofosforados mejor que el de inhibicién

irreversible.

Kalow vy Benest introdujeron en 1957 otra categoria de
inhibidores, aquellos que inhiben de forma diferencial a las
distintas variantes de ChE. La mayoria de ellos contienen un

dtomo de nitrogeno cargado.

La colinesterasa sérica es inhibida por las mismas
sustancias que la acetilcolinesterasa eritrocitaria. Sin
embargo algunas de ellas son méds potentes inhibidores para
una enzima que para la otra y esto se ha utilizado para su
diferenciacion (Dalimov y col., 1984; Gulyamov y col., 1987;

Tomokuni y Hasegawa, 1985).
Las dos colinesterasas no responden por igual, asi
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determinados plaguicidas organofosforados (diazinon,
metamidofos) inhiben mas rapidamente o con mayor intensidad
a la ChE plasmatica que a la tisular o eritrocitaria
(Tomokuni y Hasegawa, 1985; Rajendra y col., 1986; Gray vy
col., 1982). También varia el tiempo necesario para la
reactivacién, que es por ejemplo mds lento para ChE tras la

administracién de metamidofos (Gray y col., 1982).

Los metanos difosforilados son mas selectivos para la
ChEe (butirilcolinesterasa) que para la AChE (Makahaeva vy

col. 1984).

Algunos de ellos aungue sean inhibidores de
colinesterasa como el acefato (Singh, 1986) protegen al
enzima. GSe ha visto que la preexposiciéon a dicho agente
proporciona proteccion frente a la inhibicién de AChE de
cerebro vy ChE de plasma en ratas posteriormente expuestas a
acefato y metamidofos. Parece ser que el acefato tiene una
mayor afinidad por el sitioc activo de AChE gue el

metamidofos (Singh, 1986).

Como ya hemos visto (fig 2), el mecanismo de inhibicidén
de las colinesterasas por organofosforados en su primera
fase, es semejante al de la hidrélisis de la acetilcolina,
pero seguidamente se establece la unien con la serina
mediante un enlace covalente, dando lugar a lo que se conoce
como fosfatacion de la enzima o envejecimiento de la unidn.
La fosfatacion de la serina es tan estable que, cuando se

somete a hidrélisis la enzima fosfatada, se obtiene fosfato
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de serina.

Los inhibidores, como los compuestos organofosforados,
reaccionan con el centro estedrico y no distinguen entre las
distintas variantes de ChE. Esto sugiere que la diferencia
entre unas variantes vy otras se encuentra en el centro

aniénico.

En general las colinesterasas son inhibidas por los
compuestos cuaternarios de fésforo de forma reversible vy
mixta, por reaccién tanto competitiva como no competitiva.
El tipo de inhibicidn varia con la estructura del agente
inhibidor 1llegando a ser algunos 300 veces mds potentes que
otros (Brestkin y col. 1986, Francis y Farage-ElAwar, 1987,
Barthova y col. 1986, Gray y Dawson, 1987, Andersen y col.

1977).

El diisopropilfluorofosfato (DFP) es uno de 1los mas
potentes inhibidores irreversibles de colinesterasa a dosis
de 1-4mg/kg; una dosis dnica de este producto es capaz de

mantener baja la actividad 2%9h.

En conejos, +tras administrar dosis subletales de soman
durante 7 dias (5pg/kg/dia), se aprecia bajada en la
actividad de ambas enzimas desde la primera dosis y sigue

bajando a lo largo del tratamiento (Hu y col. 1988.

La inhibicién por organofosforados es en general
dependiente de la dosis (Roney y col. 1986, Fu y col. 1986,

Shibanov 1984) e independiente de la via de absorcién siendo
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igualmente activos por via oral, inhalatoria, subcutanea o
dérmica (Dahl col. 1986, Anand y col. 1977, Hamann 1984,

Gupta y col. 1987).

La capacidad 1inhibidora de los organofosforados es
también dependiente de la edad. Asi Sterri y col. 1983
observaron que el soman es 6-7 veces mas potente en ratas de
.3 dias de edad que en las de 30. Sin embargo la actividad de
la AChE cerebral tras exposicién a DFP (Michalek vy col.
1985), se recupera antes en el cerebro del feto que en el

de la madre.

Las diferentes especies presentan también distinta
susceptibilidad frente a la inhibicién (Gray, Dawson, 1987;
Datsov y col. 1984; Hu y col. 1988) no habiendose encontrado

especies resistentes entre mamiferos aungque si en insectos.

Como modelo de inhibidores de tipo reversible destacan
los carbamatos, muchos de los cuales se han utilizado con
caracter profildctico porque protegen a las colinesterasas
de 1la accion de otros inhibidores fundamentalmente los

irreversibles.

Por altimo, también se ha citado actividad
anticolinesterdsica de algunos plaguicidas organoclorados,
como dieldrin, lindano, endaosulfan (Zemaitis y col. 19763
Tiwari y col. 19823 Begum y col 1987; Kiran y Varma,1988)y
al paraquat y en menor grado al diquat (Shinohara vy Seto,
19863 1987;1988) asi como a otros compuestos de amonio

cuaternario.
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OTROS INHIBIDORES

Ademds de los plaguicidas citados, existen otros
agentes neurotdéxicos gque son inhibidores mds o menos
potentes de las colinesterasas: algunos metales como sodio,
zinc, cobre y plomo (Hughes y Bennet, 1985; Tomlinson y col.
1980; Louis-Ferdinand vy col. 19783 Wysocka-Paruszewska vy
Biel-Baranowska, 19793 Anca, 19833 Sakoguchi y col. 1986;
Modak y col. 1975); el mercuric tanto metalico, en forma de
vapor (Sollet y col. 1988; Yoshida, 1983), o© de cloruro
(Balykin vy Sedov,1982) o el metilmercurio (Omata vy col.
1982). Aunque la accién inhibidora del litio se discute
(Hughes y Bennett, 1983; Froede, 1983; Gerri, 1982), parece
ser qgue su unidn a la enzima reduce la afinidad por el
sustrato (Kouniniotou-Krontiri y col.1984). Si bien algunos
autores citan el idén fluoruro entre los inhibidores (Wilson,
1984), no parece que ejerza esta accidn en humanos al menos

incluido en la dieta (Garcia, 1988).

También aparecen citados en la literatura numerosos
compuestos orgdnicos entre los que destacan aminonitrilos
neurotoxicos (Froines, 1985), hidrocarburos aromaticos

(Korpela y Tahti, 1986) etc.

La inhibiciaon de la acetilcolinesterasa por

diisocianatos demostrada in vitro en la actividad
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eritrocitaria, participsa, jJunto con el mecanismo
inmunitario, en 1la patogénesis del asma producido por 1la

exposicion a estas sustancias (Vasil'kova, 1988).

Muchas zootoxinas frecuentes en venenos de serpiente,
escorpiones, arafas vy las toxinas botulinicas Ay B son
potentes anticolinesterdsicos (Karlsson y col. 1984; Lin vy
col. 1987; Kumari y col. 1985; Datta y col. 1988; Evans vy

col. 1988).
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REACTIVACION DE LA ENZIMA INHIBIDA

Las oximas son capaces de reactivar, por
descarbamilacidén (Harris y col. 1983, 1987; Kokshareva,
1982; Dawson y Poretski,1985; Patocka y Bajgar, 1987) tanto
AChE como ChE, inhibida por carbamatos, 0 por desfosfatacion
a las inhibidas por organofosforados, desplazando de forma
competitiva su unidén al enzima (Molinengo y Orsetti, 1988;
Sun y col. 19863 French y col. 1983; Javanovic, 1983;
Harris vy col.1979; Jakl y col., 1986; Bregovec y col. 1983;
Xue y col. 1985; Deljac y col. 1982; Bell y col. 1979, vy

otros).

En el caso de 1los organofosforados (OPs), este
desplazamiento es especialmente eficaz en 1los primeros
momentos de la intoxicacién, pero disminuye su eficacia con
el tiempo, por lo que se habla de un envejecimiento de 1la
fosforilacian. Ello se debe, no solamente a la
esterificacion de la serina, sino también a que, sucesivas
hidrdélisis de los sustituyentes del organofosforado originan
un desplazamiento de las cargas y dan mayor fuerza al enlace

covalente de la fosforilacidn.

En cuanto a la capacidad de las oximas aromaticas para
liberar al enzima en la primera fase de 1la fosforilacion,

puede suponerse que la presencia del anillo aromatico
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confiere gran reactividad al grupo OH de 1la oxima,
provocando su esterificacidn con el organofosforado cuando
este aun no esta unido a la AChE o en su primera unién a la
histidina, pero no cuando se haya producido la fosforilacidn
de la serina (Hopff y col. 1984). De aqui que la terapeutica
con oximas solo sea vdlida cuando se utiliza muy precozmente
(Wolthuis y Kepner 1978), con un efecto minimo a las 36h de
la absorcidn. No obstante mds recientemente se ha empezado a
utilizar en infusidn durante varios dias para controlar los
OPs que se liberan lentamente de los depdsitos grasos, dada
ademds la vida media corta (1h) de las oximas, que se

eliminan por orina.

Ademds de regenerar a la enzima, las oximas se han
mostrado eficaces como agentes protectores frente a 1la
inactivacion vy al envejecimiento de su unidén con los
inhibidores (De Yung vy Worlring, 1980; Wolthuis Yy

Kepner,1978; Gordon y col, 1978).

Se ha visto que esta accisén se ejerce tanto in vivo
como in wvitro (Galvi y col. 19853 Harvey vy col. 19863
Bedford vy col., 1986) utilizando numerosos derivados con
diferente capacidad reactivadora. Los mds frecuentes son
pralidoxima, obidoxima, trimidoxima, HI-6, P25, 45-6, etc,
empleadas solas o0 junto a atropina (Adams y col. 19763
Benschop y col. 1984; Simeon y col. 1979; De La Manche vy
col. 1979; Bajgar y col. 19813 De Neef y Porsius, 1982;

Harvey vy col. 19843 Bedford y col. 1986; Clement y col.
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1988; Clement y Lockwood, 1982;...).

La oxima HI-6 (dicloruro de 1-[{[[4-(aminocarbonil)piri-
dinoimetoxilmetill-2-{(hidroxiimino)metill-piridinio) parece
tener mayor capacidad reactivadora que otras, tanto en
humanos como en animales de experimentacién (De Jong vy
Wolring 1985; Harris y col. 1985, 1987),aunque depende del
tipo de organofosforado que ha producido la inhibicidn (Puu
y col. 1986; OGalosi y col. 1988), de la dosis administrada
(Matsubara, Horikoshi, 1984) y de la especie. Igqualmente se
ha visto una mejor respuesta a la obidoxima en cobaya que en
rata o raton (Hopff y col. 1984). Tambien se ha observado
diferente comportamiento en cuanto a la reactivacion de ChE

in vitro en humanos (Bell y col. 1979).

Se ha estudiado por separado 1la inhibicion por
organofosforados vy la reactivacién de la AChE tisular o 1la
ChE plasmatica, y parece haber diferencias de comportamiento
entre ambas enzimas vy frente a diferentes inhibidores o
agentes regeneradores (Doebler y col. 19843 Sket y Brzin,

1986) .

l.a actividad de la colinesterasa baja en el locus
ceruleus vy el nicleoc caudado del cerebro de rata, tras la
inyeccidén intraventricular de HC~3 (40 pg). VYin y col. 1985
han conseguido, por electroacupuntura, alcanzar los valores
normales anteriores a la inhibicidén. Mediante dicha técnica
logran incrementar o reactivar la actividad en cerebro de

ChE.
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No obstante las oximas no son capaces de reactivar a
las enzimas inhibidas por otras sustancias como proserina

(Prozorovskii y col. 1983).

Se han ensayado otros reactivadores de 1la actividad
colinesterasica con mayor o menor eficacia terapeutica, como
bipiridina (Reiner, 1986; Skrinjaric y col. 1988), derivados
de la piridina (Daroszewski y col. 1987), aprofen (Rushy vy
caoal. 1986; Dawson y col. 1985), ésteres trihidroximicos
{Kagan y col. 1973) vy otros (Bedford y col. 1986). También
se ha estudiado el efecto protector gque ejercen algunos
inhibidores reversibles de estas enzimas como carbamatos,
prostigmina, fisostigmina (Green, 1983; Balery y col. 1986;
Groff y col. 19773 Gongora, 1988), ketamina (Puu, 1988),
galantamina (Gajewski y col. 1988), aprofen (Ruskh y col.
1986; Dawson y col 1983), hasta tal punto que las fuerzas
militares estadounidenses y de paises aliados estan
considerando la administracion preventiva de piridostigmina

a los soldados como proteccidon frente a los gases de guerra.

Asi mismo se han utilizado combinaciones de diversos
reactivadores como tacrina, benacticina vy trimedoxima
(Bajgar y col. 1986), vy de oximas con atropina (Yamanaka vy
Nishimura, 19843 Van Dougen y col. 1987; Kuhnen y col. 1985,

de Kort y col. 1988; Hauser y Weger 1979).

En resumen los agentes protectores en las
intoxicaciones por organofosforados son segun sSu accion:

antagonistas de 1los efectos de la excesiva cantidad de
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acetilcolina (como la atropina)l; aceleradores de la
reversion de 1la colinesterasa inhibida (oximas como PAM,
PAD); estimulantes de la sintesis de enzimas degradantes;
incluso otros fosfatos de accién antagonista; sustancias
bloqueantes de colinesterasa por combinacién reversible con
el enzima (eserina); agentes que protegen contra
organofosforados por bloqueo de enzimas responsables de 1la
activacion de estos, o0 que impiden la accién mantenida de la
acetilcolina por competir con el receptor de ésta en la
placa motora (suxametonio); Y activadores de las

colinesterasas (acridina, tacrina).
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ESTIMULACION DE LA ACTIVIDAD COLINESTERASICA

Se sabe bien que todas aquellas sustancias capaces de
inhibir la actividad de la acetilcolinesterasa tienen, en
sistema nervioso, una accidn colinérgica por mantenimiento
de niveles altos de acetilcolina en la sinapsis, pero se
desconocen adan las consecuencias patolagicas de la

inactivacién de la ChE plasmatica sola.

Los agentes estimulantes de la AChE provocan, por el

contrario, un bloqueo de la transmisidn colinérgica.

Asi, en 1a‘ intoxicacion aguda con lindano, se han
observado en ratas niveles altos tanto de ChE plasmatica
como de la AChE de sinaptosomas (Muroz—-Blanco y col., 1985;
Gonzalez-Rodriguez vy col., 1987). Aunque con resultados
controvertidos, particularmente en el caso del Al{(3+) (Banks
y col., 1983; Hughes y Benmett, 1983) se ha implicado a
algunos cationes metalicos, como Mg(2+), Ca(2+), Sni(2+) y
Hg(2+); también el acetato amonico vy el vanadato
(Sadasiwvudu, 1983; Catalan, 1985; Hughes y Bennett, 1985:
Savolainen, 1986) elevan la actividad colinesterdsica, no
obstante con el cloruroc mercudrico en administracién repetida
tras una estimulacién inicial, aparece una disminucion de la

actividad (Miszta, 1984).
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Asimismo se conoce la acciéan estimulante de ciertos
disolventes: tolueno, n-hexano y sus metabolitos como 2,5-
hexanodiona, triclorcetileno, cloruro de metileno, cloruro
de wvinilo ( Honma, 1983;Kalemba, 1983; Chimakova, 1984
Kjellstrand y col.1986; Bastone y c¢ol., 1987; Korpela vy
Tahti, 1988); de algunas micotoxinas, ocratoxina A,
citrinina, =zearalenona (Gupta y col., 1982; Nassav y col.,
1987); de bifenilos policlorados a dosis bajas; del etanol
(Bauman vy col., 19833 Chumakova y col., 1984; Dremov vy
col1.1985); de las radiaciones ionizantes (Navratil vy
co0l.,1983; Skopec, 1986); de los campos magnéticos pulsantes
de baja frecuencia (Rajeswari y col., 1985) y del stress
tanto en animales caomo en humanos (Oriaku y Soliman, 1986;

Romero-Vecchione y col., 1987).

Mientras que el mecanismo de accien de los agentes
inhibidores suele estar bien establecido, se sabe poco sobre
los mecanismos de activacién, aungque se postula activacison
de tipo alostérico en el caso del aluminio (Patocka vy
Bajgar, 1987), aumento de sintesis enzimatica en agentes de
tipo hormonal como sustancia P (Catalédn y col., 1984) o
ecdisterona (Cataladn y col., 1984), o facilitacion de la
union enzima-sustrato por fluidificaciéon de la membrana para

la AChE (Mazzanti y col., 1986).
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ACCIONES DE LOS MEDICAMENTOS

Los 1inhibidores del receptor HZ2 de 1la histamina,
ranitidina, cimetidina, oximetidina, T2 V0460, YM 11170, son
inhibidores reversibles, dosis dependientes, tanto de 1la
AChE como de la ChE (Galli y col., 1984; Jensen y Gugler,

19843 Aono 1984, 19863 Kounenis, 1986).

La administracidon de cortisol, sobre todo si es por via
intraperitoneal, también inhibe la actividad colinesterdsica
actuando especificamente sobre ChE hepética, posiblemente
intefiriendo en su sintesis (Massa y col., 1973; Verjee vy
col., 1977). Dengler vy col. 1979, atribuyen al efecto
inhibidor de la prednisona la exacerbacidén de la miastemia

gravis al inicio de la terapia esteroidea.

Diversos agentes cardiotonicos (isoproterenol,
propranolol) son inhibidores competitivos de la ChE
plasmatica en humanos y animales (Ishikawua, 1980; Soyleme:z
y 0Ozer, 1985, 1986; O0Ozer, 1987). Godin y col.( 1978)
atribuyeron también a diversos agentes antiarritmicos un
efecto sobre la actividad de la AChE por interaccion con la

membrana eritrocitaria.

Los analgésicos del tipo de los salicilatos (aspirina,

indometacina) incrementan la actividad de la AChE de
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estomago y duodeno vy de la enzima‘ purificada in vitro
(Cataldn vy col., 1983). Es ma&s los salicilatoé so0nN
metabolizados en el organismo por la ChE plasmatica de ahi
que la administracion conjunta de agentes
anticolinesterasicos potencie los efectos de aquellos (Ray y

col., 1987).

Sin embargo los analgésicos del grupo de los opiaceos
como la metadona y apomorfina, disminuyen los niveles de
AChE cerebral (Field y col., 19773 Herman vy col. 1977

Eikenburg y Stickney 1979; Sood y Mohanakumar, 19835).

En general las benzodiacepinas disminuyen de forma
especifica entre un 60 y un 0% a la ChE plasmatica, si bien
el loracepan reduce también a la mitad la actividad de la
AChE eritrocitaria (Holmes y col, 197853 Saha y Sengupta,

1987).

A dosis bajas los barbitaricos estimulan a la AChE,
pero el aumento de la dosis conduce a una inhibicién
progresiva de la actividad enzimatica (Deliconstantinos vy

Tsakiris, 1985).

LLa administracion en fase neonatal, a ratas, de
fenobarbital disminuye la AChE de hipocampo, pero ésto no
ocurre si la administraciéon tienme lugar en fase prenatal

(Kleniberger y Yanai, 1989).

La insulina, somatostatina, adrenalina, histamina,

prostaglandinas, inducen 1la activacioén de la AChE (Catalén‘
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1981, 1984 a y b; Massa y col. 1975; Kolataj y col. 1984).

Sustancias de muy distinta accién farmacoldgica también
incrementan 1la actividad colinesterasica: los farmacos
hipolipemiantes aumentan la ChE sérica (Butler 1988), la
vitamina A (Pillans y col. 1988), la veratridina (Mizobe y
Iwamoto, 1984), la imipramina y la clorpromacina activan la

AChE (Bareggi y col., 1978; Greenfield y col., 1979).

Los anesteésicos tanto locales, como generales son
inhibidores de las colinesterasas. La lignocaina, al menos
en ensayos in vitro realizados con tejidos de rata, ha
mostrado ser inhibidor competitivo de la AChE de
sinaptosomas y no competitivo de la eritrocitaria, mientras
que la tetracaina es inhibidor reversible de ambas (Haque vy

Poddar, 1983, 1985).

La procaina, » mepivacaina, lidocaina, tetracaina,
dibucaina vy bupivacaina inhiben también la ChE sérica de
caballo (Kunec—-Vajic vy col. 1983) y la humana; la procaina
de forma competitiva, probablemente por unidn al sitio
aniénico principal, mientras que los demas presentan un tipo
mixto, por union al centro catalitico o a un lugar anidnico
periferico o modulador, modificando asi la cinética de la
enzima ( Pérez-Guillermo y col. 1987). La ketamina modifica
de forma competitiva (Curatola y col. 1979) la actividad de
la AChE cerebral en ratas, disminuyendo la velocidad maxima
(Vmax) pero sin alterar la Km para la acetilcolina, de forma

intimamente relacionada con 1la fluidificacidon de las
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membranas (Mazzanti y col. 1988).

La galantamina inhibe ambas colinesterasas (Kriovi vy
col. 1985; Kriovi, 1988) mostrando mads afinidad por la AChE
eritrocitaria que por la sérica (Schuh 1276), y disminuyendo

la velocidad méaxima (Mazzanti y col. 1988).

Los anesteésicos volatiles también inhiben de forma
reversible y mixta, dependiente de la dosis pero siempre por

encima de las usadas en clinica (Braswell y col. 1977).

Algunos bloqueantes musculares cuya accién farmacoldgica
se debe principalmente a la unidén con el receptor
postsindptico de la acetilcolina (Florez y co0l.1980) son a
la vez inhibidores reversibles de la AChE. Actuan de esta
forma el pancuronio (Schuh, 1977), el bromuro de pipecuronio
(Simon y «col. 1980), 1la D-tubocurarina (Zorko vy Paulic

1986).
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REFERENCIAS FISIOPATOLOGICAS Y CLINICAS

Parece ser que existe un cierto paralelismo entre la
actividad de 1la ChE enzima y la asimilacién de alimentos
(Gerebtzoff, 1939), vya que se ha observado en nifics mal
nutridos incremento de esta actividad sérica en relacidén con
la ingesta (Waterloo, 1930) y una disminucion con el ayuno
en ratas (Harrison y col. 1951); aunque se desconoce el tipo
de alimento, glucidico, protéico, graso o mixto que conduce

a estas alteraciones.

Con gran interés clinico, se ha seralado una actividad
elevada de ChE en situaciones relacionadas con anormalidades
del metabolismo lipidico como hiperlipoproteinemia (Cucuianu
y col. 19763 Kuttyvy cal. 1977; Chu y col. 1978), obesidad
(Cucuianu y col. 1968) y diabetes (Antopol, 19733 Deshmukh,
1986). Estos pacientes presentan también concentraciones
elevadas en suero de lipoproteinas de baja densidad (VLDL),
relacionadas con un aumento en la sintesis de triglicéridos

en higado, derivado del exceso de Acidos grasos procedentes

del metabolismo de glucidos, o de un incrementoc del
transporte desde el adipocito. También se encuentra ChE
elevada en niRos con sindrome nefratico asociado a
hiperlipoproteinemia (Way y col. 1975). De forma semejante

se han detectado niveles aumentados de ChE en ratones
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geneticamente obesos (Kutty y col 1979, 1984), en conejos
tratados con endotoxina de Escherichia coli que produce
hiperlipoproteinemia severa (Kutty y Melnick, 1961) y en la
intima de 1la aorta en ratones ateroescleréticos en los
lugares de acumulacién de lipidos (Kutty, 1979), mientras
que en los animales normales la actividad se localiza en la

ldmina media.

En 1la especulacidn sobre el papel de la colinesterasa
se debe tener en cuenta que existen individuos sanos
normales que carecen de la actividad colinesterasica sérica,
aunque cabe suponer que estos individuos posean mecanismos

alternativos que compensen el déficit de ChE.

Se conocen entre ambos extremos, actividad normal vy
ausencia, variantes de origen génetico en cuanto a su
sensibilidad frente a 1la succinilcolina (Goedde vy col.

1979) .

La existencia de una variante atipica de la
colinesterasa sérica humana se reconocidé por primera vez
cuando se administré bajo anestesia el relajante muscular
suxametonio (succinil--colina), produciéndose apnea severa
en algunos pacientes (Svensmark, 19653 Yucel y col., 1988).
Al contrario de 1o que occurre con la ChE normal, la Tforma
atipica es incapaz de hidrolizar 1la succinilcolina a
velocidad normal (Sugimori, 1986) vy es anormalmente
resistente a inhibidores como la dibucaina. La ChE atipica

puede detectarse en el suero de estos pacientes wutilizando
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benzoilcolina como sustratoc en presencia de dibucaina (Kalow

y Genest, 1957).

De forma similar se ha descubierto un tipo de ChE
resistente a fluoruro (Harris y Whittacker, 1961). En este
casoc la ChE no se inhibe con fluoruro sdédico pero se inhibe

normalmente con dibucaina.

Se ha seralado una tercera variante (Lidell vy col.
1262) en la cual los individuos que la presentan carecen
aparentemente de ChE sérica. Esta variante se debe a 1la
presencia de un alelo "silente". Goedde vy col. (1265,
encontraron que el suero de los individuos portadores del
gen silente contienen wuna proteina semejante a 1la ChE
normal, pero desposeida de actividad. Parece ser que existen
dos variantes genéticas del gen silente: en el tipo I no hay
actividad, ni se detecta la proteina, en el tipo 1II la
proteina estaria presente y es inmunologicamente detectable
pero la actividad es solamente residual (Maekawa vy col.

1987).

Las variantes genéticas de la ChE pueden detectarse por
tecnicas electroforéticas (Fritze y col. 1987), por~datos
cinéticos de inhibicién con organofosforados (Chemnitius vy
col. 1982), con propranolol (Whittaker y col. 1981) o por
diferencias en la absorcidén a 340 nm (Shino, 1984). Estan
codificadas por wun gen que se ha aislado y codificado a
partir de tejidos fetales humanos (Prody y col. 1987). lLLa

secuencia de aminodcidos del sitio activo es, sin embargo,
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identica en los distintos genotipos (Lockridge, 1987).

Asi pues existen cuatro variantes de la ChE: normal,
resistente a dibucaina, resistente a fluoruro vy silente
(dependientes de un d4nico gen) (Das, 19763 Rotund, 1988). Su
conocimiento es particularmente importante por sSuS
repercusiones en neurotoxicologia (Gnatt y Soreq, 1987), por
la posibilidad de predecir la sensibilidad a farmacos de los
individuos portadores (Valentino y col. 1981), especialmente
en lo que se refiere a pacientes que hayan de recibir
suxametonio durante 1la anestesia y requieran por tanto la

aportacion de proteccian adecuada (Evans, 1986).

Ademds de la elevacién ya citada de la actividad de ChE
en relaéién con hiperlipoproteinemias de muy distinta
etiologia vy 1los fendmenos de inhibicien y de activacion,
tanto de AChE como de ChE, por sustancias quimicas, algunos
procesos patoldgicos estdn acompanados de modificaciones de

las colinesterasas.

Segun algunos autores las lesiones neuroldgicas en
corteza cerebral caracteristicas de la enfermedad de
Alzheimer parecen ser debidas a un déficit colinérgico por
disminucidn de acetilcolina y se intenta modular su
contenido mediante la administracidn de anticolinesterésicoé
(Johns y col. 1984; Moss y col. 19863 Weinstok y col. 1986;
Becker y Giacobini, 19873 Giacobini 19873 Mesulam y col.
1987). Sin embargo otros autores han observado disminucion

de actividad colinesterasica en liquido cerebrorraquideo de
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pacientes con demencia senil tipo Alzheimer (Hammond vy
Brimijoin 1988), mds acusada cuanto mds jovenes morian los
enfermos (Reinikainen y col. 1988), aunque parece ser muy
grande la variacién de esta actividad en 1los distintos
individuos afectados por la enfermedad (Nakano y col. 1986).
Tampoco estd siempre clara la correlacién entre su gravedad
y la actividad de la AChE (Jolkkonen y col. 1984; Atack vy
col, 1988), asi como son poco concluyentes los datos de
estas actividades en plasma o eritrocitos (Atack vy col.

1985; Adem y col. 1986).

Segun Fishman y col. (1986), hay una perdida selectiva
de la forma molecular G4 en las areas 9, 10, 11, 21, 22 y 40
de Brodman y en la amigdala, sin cambios en 1la relacién
G4/G1. Esta perdida esta relacionada con la degeneracion de

los elementos presindpticos.

En distintos desdérdenes psiquidtricos (esquizofrenia,
mania, enfermedad de Huntington, demencia,...) no se han
detectado cambios en la AChE de liquido cefalorraqguideo
(Davis y col. 197%; Youkin y col. 1986; Alexandrova y col.
1987; Ferrante y col. 1987; Fritze v col.1987). En enfermas
de Parkinson con o sin demencia se ha observado disminucidén
de AChE en cortex frontal pero no en liquido
cefalorraquideac, con concentaciones de 1la forma 105 en
dementes, inferiores a las de los no dementes. ©La BuChE se
haya disminuida sclo en los no dementes (Ruberg vy col.
1986). También aparece disminucion de BuChE plasmatica (Adem

y col. 1986).
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La ChE total de fluido amniético aumenta en caso de
fetos con malformaciones que afectan al normal desarrollo
del cerebro, anencefalia, exencefalia e hidroencefalia
(Szabo, 1982) teniendo su determinacidn prenatal valor

diagnéstico (Troccoli y col. 1985).

Bonham y Atack 1987, observaron que la forma molecular
de la AChE de fluido amnidtico en casos de fetos con
anéncefalia o espina bifida es tetramérica (10.15) mientras
que en embarazos con exencefalia se encuentra la forma
monomérica (4.85). La actividad de la AChE especifica de las
citadas malformaciones del tubo neural se encuentra muy:
incrementada por lo que su valoracion tiene valor

diagnéstico (Bonham y col. 1987).

Se ha citado incremento de AChE en relacion con
neumonia aguda (Dubilei y Tenyukov, 1985), epilepsia (Kish vy
col. 1988), hipotiroidismo (Sonawane vy Baksi 1980),
enfermedad de Hirschsprung en la que se afecta 1la forma
tetramérica de la enzima (Bonham vy col. 1985, 1988),
glomerulonefritis (Dlin y col. 1983) y durante y después de

una fibrilacion ventricular (Wortsman y col.1987).

Por el contraric se encuentran decrementos de 1la
actividad enzimdatica en hipertiroidismo (Sonawane y Baksi,
198053 Babloyan, 1986) hemoglobinuria paroxismal esencial
(Chow vy col. 1985), estrés quirargico (Cruz y col. 1987),

miopatias (Laskowski y Dettbarn, 1977), cirrosis hepatica
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(Oete vy col. 1989).

En células malignas procedentes de distintos tipos de
carcinoma humano se ha observado una distribucidn anomala de
fundamentalmente

la acetilcolinesterasa que se acumula

alrededor de la envuelta nuclear (Falugi, 1985).

50



DETERMINACION ANALITICA

Como vya se ha indicado rep

biolégica de la AChE en sistema nervioso

definida no esta

Yy aunque

eritrocito,

actividades en ambos lugares,

valor diagnostico,

neuroldgico.

No obstante, 1la wutilizaci

eritrocitaria es muy limitada, mi

difundido el uso de la ChE seér

diferentes estados patoldgicos

relacionada, como son las 1

carbamatos. Su determinacion ha

distintos tipos de analizadores

Mashige vy col. 1985; Ratnaike
1988).

Sin embargo en trabajos de
ambas enzimas, aunque a menudo

indistintamente sin distinguirlas
diferentes e independientes

conjunta de ambas actividades en
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en procesos de tipo
én rutinaria de 1la enzima

entras que esta ampliamente

ica en el diagnostico de

con los que no siempre esté

ntoxicaciones por OPs y

sido ademds automatizada en
Panteghini y Bonora 1984;

y col. 1987; Gruss y col.
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se hace referencia a ellas
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Aungue con diferente localizacion y especificidad de
sustrato, el fundamento de la determinacidon de ambas
actividades es el mismo, vy pueden encontrarsae en la
bibliografia revisiones de los distintos méetodos existentes
( Witter, 19633 Ganelin, 19643 Angustinsson, 1971

Holmstedt, 1971; Long, 1975; Ikemoto y Todani, 19835).

lLos diferentes métodos conocidos pueden agruparse segun
Suzuki y Tauchi (1973) en: técnicas de deteccisan de CO2
(Ammon 1934); medida de incremento de acidez (Michel 1949,
Shibata y Takahashi 1953; Edson 1998; Ecobichon 19270);
método de determinacidén de acil derivados ( Hestrin 1949; de
la Huerga vy col. 1952; Truhaut vy Vernin 1964) Y
determinacion colorimétrica de tiocolina ( Ellman vy col.

1961; Miyamoto y col. 1972; George y Abernethy 1983).

El meétodo de Ammon se basa en la determinacian
manométrica durante 40 minutos y a 38°C, del CO2 liberado al
reaccionar en una vasija de Warburg el acético procedente de
la hidrolisis enzimatica del sustrato {(bromuro de
acetilcolina), con bicarbonato sdédico que se agrega a 1la
mezcla de reaccidén. Esta técnica es muy precisa pero

requiere aparataje complicado y hoy dia totalmente absoleto.

El segundo grupo de técnicas citadas consiste en la
determinacion de 1la modificacién del pH en el medio de
reaccién, producido por la aparicién de 4cido aceético
procedente de 1la hidrolisis. El decremento de pH es

praoporcional a la concentracion del &cido, y por lo tanto a
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la actividad enzimatica. Este método, propuesto por Michel
en 1949, ha gozado de gran popularidad, por su sencillez y
la posibilidad de wutilizarlo para medidés in situ, sin
transporte de las muestras al laboratorio. Muchos autores
han introducido diferentes modificaciones que pueden
resumirse en tres tipos: El método original de Michel y la
modificaciones posteriores de Aldridge y Davies 19523 Suzuki
y Tauchi 1975; vy Gibson y Guibault (1976), wutilizan un
electrodo de vidrio; es aplicable a suero y sangre total
humana o animal, asi como a tejidos, s0lo con ajustar las
condiciones del tampdn requerido en cada caso. Reciben la
denominacién general de técnicas pH-stat. El1 eguipamiento
necesario es simplemente un pHmetro y un ba®o incubador; la
técnica presenta una exactitud de +/-1% aunque requiere

condiciones de trabajo muy estrictas.

Diferentes autores han introducido electrodos
selectivos como el de ién potasio (Kellner 198%9) o 1los de
platino (Gruss vy col. 1988) al que a menudo se anaden
enzimas inmovilizadas en matrices de albdmina glutaraldehido
(Yao y Wasa 1984) lo que aumenta el poder de sensibilidad de
la técnica hasta 0.001-0.08 unidades (unidad definida como
cantidad de enzima capaz de hidroelizar 1 micromol de
sustrato por minuto). También se han utilizado otras

técnicas conductimétricas (Duffy y Wallach 1988).

Edson (1958) realiza una valoracién semicuantitativa
del 4&cido liberado, por el cambio de color sufrido por el

azul de bromotimol respecto a patrones coloreados de
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referencia. Otros autores (Shibata vy Takahashi 1953)
proponen otras disoluciones indicadoras. Aunque mucho menos
exacta que la anterior (+/-12.5%), la correlacion de esta
tecnica titrométrica con la de Michel es aceptable y se ha
utilizado durante muchos afos como ensayo radpido de campo
para el control de trabajadores expuestos a inhibidores de

la colinesterasa. Solo es valida para la actividad sérica.

Por Jdltimo, también se ha utilizado la titulacién del
acido con una base, normalmente hidraxido sédico,
manteniendo el pH constante. Este método fue introducido por
Stedman en 1932 y posteriormente desarrollado como meétodo de
rutina y automatizado mediante el wuso de un tituladdr
automatico 'Radiometer' (Nabb y Whitfield 1967; Ecobichon

1970).

Tomita vy Kamei (1985) basan la valoracién de 1la
actividad enzimética midiendo la liberacién del &cido
acético no por cambios de pH, sino mediante una serie de
reacciones acopladas. En primer lugar transforman el aceético
en acetilfosfato en presencia de ATP y acetato quinasa y el
ADP producido se acopla con piruvato quinasa y lactato
deshidrogenasa en presencia de fosfoenolpiruvato y NADH. La
catidad de NADH consumida se determina por absorcién UV a
340nm. Han demostrado la linealidad de la reaccién hasta

3300 U/L.

En 1949, Hestrin desarrolldé un método colorimetrico

modificado posteriormente por de la Huerga (1952), Truhaut y
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Vernin (1964) vy He (1986), basado en la condensacién en
medio alcalino de los O-acil derivados con hidroxilamina,
que da lugar a acido hidroxamico. A su vez este origina un
derivado de color rojo parpura, con iones férricos en medio
adcido, cuya intensidad valorada espectrofotométricamente a
540 nm es proporcional a la cantidad de sustrato no
hidrolizadc cuando se utiliza acetilcolina o sus derivados

como sustrato.

Prince (1966) propuso un método fluorimétrico muy
sensible, capaz de detectar cantidades muy bajas de enzima,
de hasta 0.0003 unidades. E1 procedimiento se basa en la
hidrdlisis por la acetilcolinesterasa del ioduro de 1-
metilacetoxiquinolina. Es un meétodo muy rapido, de
ejecucion muy sencilla, adecuado para estudios cinéticos. La
fluorescencia del producto de la reaccion se ogbserva a 505
nm tras excitacién a 406 nm. Las lecturas se realizan a
intervalos de 1 min durante varios minutos y los resultados
se registran como incrementos de fluorescencia frente a
tiempo. Para hacer la correccidén adecuada de los resul tados
debido a hidrdlisis espontanea del sustrato, es necesaria la
inclusién de pruebas en blanco que contengan todos los
reactivos menos la solucidn enzimatica. Utilizando el mismo
sustrato, este autor desarrolle también una técnica

espectrofotomeétrica (Prince 1966).

El método que sin lugar a dudas ha alcanzado mayor

difusién es el de Ellman y col.. (1961). Consiste en una
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determinacion colorimétrica sencilla vy r§pida. Utiliza
acetiltiocolina como sustrato y valora la tiocolina liberada
por la intensidad del color amarillo aparecido al reaccionar
esta sustancia con ditiobisnitrobenzoato. Se forma 35—
tionitrobenzoato que presenta un fuerte maximo de absorcidn
a 412 nm. Estos autores hicieron un estudio exhaustivo de la
técnica vy de las condiciones del ensayo, que se adapta a la
valoracidén de la enzima AChE en sangre total, eritrocitos
lavados vy tejidos. Posee gran sensibilidad y requiere muy
pequerna cantidad de muestra (10 microlL de sangre). Existe la
posibilidad de inhibir la ChE plasmatica con sulfatc de

quinidina.

Las técnicas actuales de valoracion de ChE plasmatica
se han basado en uGultima inétancia en la técnica de Ellman,
utilizando preferiblemente butiriltiocolina como sustrato
(Knedel vy Bottger 1%2467) y la misma reaccidén de deteccidn
con ditiobisnitrobeﬁzoato, pero como el maximo de absorcien
coincide con la banda Soret de la hemoglobina (410 nm), que
puede estar presente en el medio, algunos autores han
introducido variantes a la técnica original de Ellman. Asi
Dietz y col. (1972) utiliza propioniltiocolina como sustrato
alternativo de 1la colinesterasa sérica. Tambien se ha
sugerido sustituir al ditiobisnitrobenzoato, por otros
reactivos capaces de detectar grupos tiol, como 4,4'-—
dipiridindisulfuro (Ampulski vy col. 1969), 4&cido 6,6'—
ditiodinicotinico (Grassetti vy col. 1975), 4,4'-bis—-

dimetilamino difenilcarbinol (Rorhbach y col. 1973, &2,2'-

36



ditiobis-(S—-nitropiridina ) (Swatditat y Tsen 1972). Para
inhibir 1la ChE, George vy Abernethy (1983) wutilizan el
detergente cloruro de benzetonio en vez de sulfato de
guinidina propuesto por Ellman, que permite leer a 440 nm,
lo que aleja el méximo de la hemoglobina que ademds es
trasladado a 405 nm (en lugar de 410)y 1la intensidad
reducida casi a la mitad. Otros autores (Voss vy Sachsse
1970) han sugerido otras técnicas para soslayar la presencia

de hemoglobina.

Otra fuente de variabilidad de las técnicas existentes
se basa, como podemos ver, no ya en la técnica de deteccidn

utilizada, sino en la sustancia elegida como sustrato de la

reaccion enzimatica: acetilcolina, especifica de la AChE
eritrocitaria, butirilcolina, especifica de la ChE
plasmatica, los respectivos tioderivados, propionilcolina,
con igual afinidad por ambas enzimas, 1-
metilacetoxigquinolinag, gue permite deteccion por
fluorescencia, muy sensible, o p-hidroxibenzoilcolina.

La primera referencia encontrada sobre la utilizacion
de este ultimo sustrato es de 1985 (Yamanichi y col. 1985).
Su uso requiere la introduccién de una reaccidén acoplada con
p~hidroxibenzoato hidroxilasa dependiente de
piridinnucledotidos. La valoracion cuantitativa se lleva a
cabo mid;endo la disminucién de NADPH a 340 nm (Panteghini
y col. 1986). Los valores que se obtienen son algo
superiores a los de los métodos colorimétricos (Huizenga vy

Gips 1987), pero no suelen presentarse interferencias por
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otros componentes del suero, ni por aditivos, excepto el ion
F- o el citrato que inhiben la pseudocolinesterasa (Huizenga
y Gips 1987; Kuroiwa y col. 1987). La actividad medida con
este sustrato se relaciona estrechamente con 1la obtenida
utilizando acetilcolina, por 1lo que los resultados son
perfectamente comparables (Van der Heiden vy col. 1987,

Saruta 1988).

Por dltimo, se han hecho algunos intentos de
determinacion mediante técnicas inmunoenzimaticas (Hangaard

y col. 1984, Brimijoin y col. 1987).
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VAL ORES DE REFERENCIA

EN La BIBLIOGRARFRIA



Lo primero que resalta al revisar la bibliografia es la
confusién terminolségica vy frecuentes inexactitudes en 1la
denominacion de las enzimas, que conducen a contradicciones

entre los diferentes autores.

FPor ejemplo, wun trabajo realizado con una buena base
epidemioldégica (3.372 individuos), cuyo titulo “Jotal

Cholinesterase in Plasma" (Lepage y col., 1983), pueda
inducir a pensar que se han valorado las colinesterasas
totales del plasma. Sin embargo el sustrato utilizado fue

butiriltiocelina, por 1o que en realidad sélo se determinod

la actividad de la pseudocolinesterasa.

Otro trabajo titulado "Automated discrete kinetic
method for erythrocyte acetylcholinesterase and plasma
cholinesterase"” (Lewis y col., i981), da valores

especialmente bajos de ChE debido a que, lo que realmente
mide en plasma es actividad acetilcolinesterdsica de la ChE,

va que utiliza como sustrato acetiltiocolina.

Otra causa de confusién es variabilidad de muestras,
de unidades, y de pardmetros de referencia utilizados
(hematocrito, hemoglobina, globulo rojo, litro de éstos,

etc) por los distintos autores.
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En 1la tabla adjunta exponemos unos ejemplos de los
valores que se encuentran en la bibliografia, Yy que

estimamos suficientes para demostrar nuestra afirmacion.
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COLINESTERASA
Hombres Ambos
Media 5953.6 U/L
Desviacidn + 1189.9
Rango
Media 67 KU/L
Desviacidn + 12
Media 6560 U/L
Rango 2000-12000
Media
Media 1822 U/L
Desviacidn + 412
Rango
Rango 5.4-13.20 KU/L
Rango
* ht = hematocrito.

EJEMPLOS DE VALORES BASALES EN LA BIBLIOGRAFIA

Mujeres

6530 U/L

Hombres

239.5 U/ht*

ACETILCOLINESTERASA
Ambos Mujeres
10.2 U/gHb

+ 17

7.77 Utotal/mL

14330 U/ht*
+ 814

4,2~7.7 KU/L

-1

(1.08x0.13)10 5KU/GR

REFERENCIA

Graells y cols., 1920

Karlsen y cols., 1981

Lepage y cols., 1985

Hackathorn y cols., 1983

Lewis y cols., 1981

George y Abernethy, 1983
Knedel y Bottger, 1967

Ellman y cols., 1961



PARTE EXPERIMENTAL



PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS



Conforme queda recogido en los Antecedentes
Bibliograficos, la determinacion de la actividad de las
colinesterasas puede ser de utilidad en el diagnéstico

clinico de distintas patolocgias, ademds de las de etiologia

neurotoxica, asi como para la evitacién de efectos
indeseables en situaciones laborales, terapeuticas
farmacoldégicas y medicaciones anestésicas en cirugia.

Efectivamente, cada vez es mds frecuente la valoracién de

colinesterasa plasmdtica, que se ha llegado a incluir en

protocolos rutinarios de andlisis clinicos.

Sin embargo, en la préactica vemos que no se extrae de
este pardmetro bioquimico todo el provecho que puede
ofrecer, debido, a nuestro juicio, a que la bibliografia no
proporciona, a pesar de su amplitud Y diversidad,

referencias y criterios suficientemente concretos que sirvan

de apoyo al clinico.

Entendemos que esta falta de concrecidn, e inclusoc las
divergencias vy contradicciones de los distintos autores,

tiene su origen en maltiples causas, como las siguientes:

a. Subestimacién de que ChE y AChE son dos enzimas

diferentes y con distinta significaciéon fisiolégica.
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b. Los amplios margenes que se aceptan como normales

en ambas enzimas.

c. Confusidén entre los valores enzimdticos obtenidos de
diferentes muestras (suero, plasma, sangre hemolizada,

hematies).

d. Unidades en que se expresan las actividades
enzimaticas, especialmente 1la AChE, vy parametros a que se
refieren (volumen de sangre total, hematocrito, por hematie,
por volumen de hematies, expresado por litro o en valor

hematocrito, etc).

e. Insuficiente atencién a situaciones del paciente
(ayunas, post-pondrial, embarazo, consumo de alcohol o

medicamentos, etc).

Con la intencidén de contribuir al mejor aprovechamiento
clinico vy cientifico de estos indices bioquimicos, hemos
planteado nuestra Hipdtesis de Trabajo intentando responder

a las siguientes cuestiones:

I.— Dados 1lo0s extensos rangos que en la bibliografia se
admiten para 1la ChE, épodria resultar la actividad de 1la
AChE un parametro, de no mayor dificultad de obtencion, y de

menor variabilidad interindividual?

II.— éCual de ambas actividades enzimaticas puede ser mas
representativa Y atil en 1las diferentes situaciones

clinicas?
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II1I.— De la comparacién de las distintas formas de expresion
de 1los resultados analiticos éicual/es puede/n considerarse

recomendable/s para su aplicacién a los distintos medios?

IV.— éiCual es la estabilidad de las enzimas después de la

extracciéon de las muestras biolégicas?

V.- éPuede establecerse alguna correlacién entre los valores
de ambas enzimas y sus actividades en los distintos medios y

tejidos humanos o animales?

Vi.—- En caso de disponer de suficiente casuistica,
&Zlograriamos encontrar los niveles de actividad
caracteristicos de distintas situaciones clinicas o

terapéuticas?
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PLAN DE TRAaBAJO



El Plan de Trabajo establecido ha abarcado las

siguientes fases:

I.- Puesta a punto de los métodos analiticos seleccionados vy
comprobacion de la influencia de la temperatura durante el
ensayo en las actividades enzimaticas; normalizacidn de las

formas de expresién de la actividad.

1.— ChE en plasma (U/L)
2.—- AChE en:
2.1.- Sangre total hemolizada (referido a 1 eritrocito)

2.2.- Sangre total hemolizada (referida a gramo de
hemoglobina)

2.3.~ Globulos rojos (referido a ! eritrocito)
2.4.- Glébulos rojos (referido a gramo de hemoglobina)
2.5.— Tejidos (referido a mg de proteina)

II.- Estudio de la estabilidad de las enzimas, mantenidas
las muestras bioldégicas en frigorifico (4°C), durante 12,

24, 48 horas, 1 semana, 1 mes.

I1l.—- Establecimiento de valores basales o0 normales de ambas
enzimas, en los medios referidos en 1, en rata y humanos

sanos, de ambos sexos, en ayunas.

IV.- Estudio estadistico de la correlacidn de los niveles de

68




actividad entre los distintos medios (I).

V.- Determinacion de las actividades tras absorcidén de

alimentos, alcohol, anestésicos e inhibidores (compuestos

organofosforados), asi como en situaciones patologicas.

VIi.- Tratamiento estadistico de los resultados analiticos.
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MATERIAL Y METODOS



1.- MUESTRAS HUMANAS.

1.1 Muestras de sangre con EDTA dipotasico proporcionadas
por la Clinica del Sagrado Corazoan, de Sevilla, Y

procedentes de los siguientes grupos de individuos:

a — Supuestamente normales. Sin alteracicnes en 1la
analitica clinica de rutina. Ambos sexos. En
ayunas.

b - Enfermos renales de la unidad de dialisis. Ambos

sexos. No necesariamente en ayunas.

c - Enfermos intervenidos quirurgicamente, todavia en

fase de anestesia. Ambos sexos. En ayunas.

d - Individuos sometidos a estudic de curva de
tolerancia a 1la glucosa. Se consideraron las
muestras correspondientes a la glucemia basal
(ayuna) vy la correspondiente a los 120 minutos

tras la administracidn de glucosa.

e - Mujeres embarazadas, sin especificacion del mes de

gestacion. En avyunas.

d - Pacientes hepaticos sin especificacédn del

diagndstico.

1.2 Muestras procedentes del Instituto Nacional de

Toxicologia de personas intoxicadas por metales.
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2.- MUESTRAS ANIMALES.

En experimentacidén animal no solo se han de considerar
las caracteriticas del animal y el estado de salud al
comienzo del experimento, sino también se han de tener en
cuenta los factores ecoldgicos, para lo cual el
experimentador debe tomar conciencia de las condiciones de
mantenimiento de estos animales. #Por ello durante toda 1la
experimentacisén se ha utilizado un estabulario o bioterio de
mantenimiento que cumple las lineas directrices relativas al
alojamiento y a los cuidados de los animales (Directiva
86/609/CEE, 1986) vy Real Decreto 223/1988 de 14 de Marzo;
‘sobre proteccidn de los animales utilizados para

experimentacién y otros fines cientificos.

Los factores que se han controlado, son tanto los que
influyen en el macroambiente (sala en gue se mantienen los
animales), como en el microambiente (interior de la jaula en

gque se alojan):

— Factores microbianos:

Se han tenido en cuenta tanto el estado de salud de los
animales, con andlisis de rutina efectuados periddicamente,
como el control sanitario de salas, aire, jaulas,
accesorios, cama, dieta y agua. Asimismo se han cumplido las
normas de higiene y proteccion para los propios cuidadores e
investigadores en contacto directo o indirectoc con los

animales.

72



~Factores fisicos:

El sistema de ventilacién ha garantizado ciclos de 15-
20 renovaciones de aire filtrado por hora, que alcanza por
igual a todas las jaulas. La temperatura constante en todas
las épocas del afio, ha sido de 22*1°C y la humedad relativa
de 35%*10. Se han alternado ciclos de luz oscuridad (12:12)

con lamparas de luz fria de 40w de potencia.

—Factores quimicos:

Se ha reducido al minimo el posible contacto de los
animales con productos quimicos, mediante control de
hipotéticos contaminantes de dieta y agua, y cumplimiento de
las normas para la limpieza de animalarios vy Jjaulas con
utilizacion de los detergentes Yy desinfectantes

recomendados.

A la recepcidn de los animales, se han mantenido en una
sala de cuarentena durante 7 dias, al final de la cual se
someten a controles fisicos vy sanitarios antes de su

utilizacion.

tas Jaulas utilizadas para ratas han sido de
metacrilatoc (Tecniplast Tipo 3) con suelo de rejilla de
acero inoxidable, recomendadas para estudio de toxicidad
para evitar el polvo y contaminantes procedentes de los
lechos. Permiten una buena circulacién de aire y evitan
condensacién de humedad y concentracién de calor lo que

daria lugar a microclimas en el interior de 1la Jjaula,
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diferentes de las condiciones controladas en 1la sala

correspondiente.

La alimentacion, ad libitum, consistio en pienso

Sanders, especial para ratas, de la siguiente composicién:

Gldcidos....v..n. e enees OFU
Proteinas brutas..........18%
Brasas..ieceerercaesnnensea3%
Fibra bruta........... enes oD%

Sustancias minerales.......3%

Los conejos recibieron también ad libitum, pienso de
"Cereales vy Piensos. M. Prieto. Brenes. Sevilla" de 1la

slguiente composicidn:

Cereales....ccnvcu.. e 39.7%
Tortas vegetales..... casaal7%
Subproductos. ......... «v..10%
Alfalfa harinificada......13.15%

Vitaminas y Minerales......2.13%

El agua suministrada fue de la red local.

Todos los experimentos se han efectuado con los
animales en ayunas, salvo aquellos en que se estudio 1la
influencia de 1la alimentacién, en donde se trabaja con

muestras de sangre extraidas a distintos tiempos despues de

la ingesta.

Todos los datos, tanto los factores ambientales como

H Cnlyﬂ
 MEBICINA .
)

oYL
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de los animales, se registran directamente y 1las hojas
correspondientes se archivan cumpliendo asi las normas de
buena prdactica de laboratorio, incluido lo referente a SOP

(GLP, OCDE, 1981, CEE, 1987).

2.1 ANIMALES.

2.1.1 RATA.

La eleccion del animal de laboratorio estd condicionada
por el tipo de investigacién a realizar. En nuestro caso se
han wutilizado roedores, pertenecientes a la categoria de
agnobidticos y dentro de ella, haloxénicos o convencionales.
Son por tanto individuos sanos procedentes de criaderos de
maxima garantia con una flora microbiama normal lo que

permite respuestas fisiolégicas y metabelicas normales.

Se han wutilizado 163 ratas Wistar, (128 machos y 35
hembras) adultas de 180-200 gramos de pesoc al 1inicio del
tratamiento, suministradas por IFFA-CREDO Lyon (Francia) vy

remitidas por via aerea.

El trabajo experimental se ha efectuado con ambos
sexos, ya que en su desarrollo hemos comprobado variaciones

de la actividad de la colinesterasa en funcién del mismo.
2.1.2 CONEJQOS.

Se han ulitizado 8 conejos albinos neozelandeses,
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machos, adultos, suministrados por PANLAB (Barcelona).

2.2 EXTRACCION DE SANGRE.
2.2.1 Rata:

La sangre se extrajo por puncion en senc venoso retro-
orbitario con ayuda de una pipeta Pasteur heparinizada
esteéril, segun el método de Hoffman, (Sainz Moremo vy col.,

1983).

Se presiona sobre saco conjuntival hasta que se perfora

y se deja fluir la sangre por capilaridad.
2.2.2 Conejo:
Se utilizéd 1a vena marginal de la oreja, con aguja.

En ambos casos la sangre se recoge en tubos con

heparina.
2.3. ESTUDIC CON TEJIDOS ANIMALES.
2.3.1. Especies utilizadas.

Se utilizan las mismas ratas referidas en el

apartado 2.2.1.
2.3.2. Extraccién y preparacion de érganos.

Tras el sacrificio de los animales con guillotina se
extrae cerebro, ambos rifiones y nervio ciatico (bilateral).

Se lavan en solucién salina 0.9%4. mantenida en frigorifico a
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4°C. Se congelan inmediatamente en nitrégeno liquido y se

mantienen en congelacidn a -80°C hasta su andlisis.

2.3.3. Homogeneizacidon de organos: obtencion de un extracto

crudo.

lLos dorganos descongelados se trocean y se homogeneizan
en tampon fosfato O.1M pH 8.0 en proporcién 1:5(p/v)
utilizando un homogeneizador Potter—-Eveljem provisto de
embolo de vidrio para el rifdn y de teflon para el tejido

nervioso. Todo el proceso se efectua en cdmara fria a 4°C.

El extracto obtenido se somete a filtracidn a través de
tejido de nilon y se centrifuga a 2000 rpm durante 10', se
filtra de nuevo el sobrenadante a través de papel de filtro.
El extracfo crudo obtenido puede procesarse 0 conservarse -
80°C hasta su utilizacién. Las determinaciones enzimdticas
se realizaron en extractos diluidos diez veces a partir del

original( dilucion final 1:350).

2.4 TRATAMIENTOS.

Después de un estudio previo de 1los valores de
actividad enzimatica en los animales control, sin
tratamiento, de ambos sexos, se procede a estudiar la
influencia de diferentes agentes sobre la actividad

enzimadtica.

Para cada tratamiento los animales se agrupan en lotes

de 10. Se efectuan determinaciones de actividad enzimitica
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en condiciones basales antes de la administracion del

producto ensayado, que nos sirven comoc control.

2.4.1 Productos administrados y pauta de tratamiento.

- Insecticidas organofosforados que se utilizan como modelo

de sustancia inhibidora de colinesterasas.

DIMETOATO: (0,0-dimetil-S—(2-metilcarbamoilmetil)ditio-

fosfato). Bayer. DL-50, oral rata = 150 mg/Kg.

ETILPARATION: (0,0-dietil-0-(4-nitrofenil)tiofosfato).

Bayer. DL-30, oral rata = 2 mg/Kg.

MALATION: (S-(1,2-bis(etoxi-carbonil)~etil)-0,0-dimetil-

ditiofosfateo). Ehrenstorfer. DL-50, oral rata = 1400 mg/Kg.

Cada uno de estos productos se administrdé por via oral,
mediante intubacidén intragastrica, a 4 lotes de ratas, de 10
animales cada uno, tras 12 horas de ayuno, en cantidades

correspondientes a 1/2, 1/3, 3/4 y 1 DL-30.

Los productos organofosforados se administran disueltos

en aceite de oliva a razon de 0.5 — 1 mL por animal.

— Anestésicos generales:

CLORHIDRATO DE KETAMINA (Ketolar R): se administra via
intravenosa, inyectando en la vena caudal, tras 12 h de
ayuno, una dosis de 0.02%944 g/kg correspondiente a la
mitad de DL-50. EIl principio activo se presenta en

viales con una concentracién de 100 mg/kg y un volumen
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total de 10 mL.

TIOPENTAL SODICO (Tiobarbital R): se administra via
intravenosa, inyectando igual que antes en la vena
caudal, tras 12 h de ayunc, una dosis de 21.8 mg/kg
correspondiente a la mitad de DL-50. El1 principio
activo estd bajo la forma de polvo y se presenta en
viales con 1 g del mismo. Se diluye el polvo en 10 mbL
de agua para inyectables, a partir de esta disolucion
se efectua la dilucidén pertinente conforme al volumen y
cantidad de principio activo gque se va a administrar al

animal.

2.4.2 Tiempos de las extracciones hematicas y del sacrificio.

Organofosforados: Basal, 30', 1 h, 2 h, 4 h, 24 h.

Anestésicos: Basal, 2 h, 24 h.

3.~ METODOS ANALITICOS.

3.1 Determinacién de colinesterasa sérica, ChE (EC 3.1.1.8),
(Método de Knedel y Bottger, 1967. Kit Boehringer n® cat

124.125 Monotest).

a.~ Fundamento: se trata de una valoracion

colorimétrica, basada en la siguiente reaccion:

Butiriltiocolina + Agua —-——————-— > Tiocolina + Butirato
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Tiocolina + ditiobisnitrobenzoato -———> 2-nitro-5-mercapto-

—-benzoato(1l)

(1) Complejo coloreado gque absorbe a 405 nm. La densidad
optica, medida en el espectrofotdémetro, se relaciona a
traves de 1la fdérmula A = Ebc con la actividad de 1la

enzima.

b.- Reactivos:

b.1- Substrato/cromdégenc (polvo). Ioduro de butiriltio-
colina (7 mmol/L) vy acido 5,5'-ditiobisnitrobenzoico

(0'25 mmol/L).
b.2- Tampdén: Tampdén fosfato 50 mmol/L. pH = 7.7

c.— Procedimiento: Preparar dos frascos de reactivo b.!1l
(substrato/cromégeno) por muestra. Disolver el contenido con
3 mbL de la solucidén de b.2 (tampdén). Estabilidad 2 h. Los

frascos se introducen en estufa a 37°C durante 135 minutos.

La muestra usada en este caso es plasma de sangre

heparinizada.

— Ajustar el espectrofotdémetro con agua destilada a
4035 nm.

Luego de forma réapida:

-~ Aradir al frasco de reactivo 0.02 mL del plasma

problema.
- Agitar, pasar a la cubeta y leer a 405 nm a los
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0',30"''y 90''(si el incremento de D.0. cada 30'' es superior

a 0.200, repetir diluyendo la muestra por 3 con ClNa %9%.)
d.—- Calculos:

El espectrofotémetra nos da la densidad optica para
cada tiempo, se calcula el incremento de D.0. durante 1'30""

a intervalos de 30'' entre cada medida.
Us7L(37°C) = (incremento D.0./3) x 43420

La ChE en humanos se valord en un instrumento Hitachi

704.

3.2.- Determinacion de acetilcolinesterasa total Y

eritrocitaria, AChE (EC 3.1.1.7). Método de Ellman, 19461.

a.— Fundamentoc: Determinacion colorimétrica, basada en

la siguiente reaccién:
Ioduro de acetiltiocolina + agqua —-———-= > Tiocolina + Acetato

Tiocolina + ditiobisnitraobenzoato ———=> 2-nitro-5-mercapto-
benzoato(1)
(1) Compuesto coloreado que absorbe a 412 nm. Igual que en
el caso anterior se tiene en cuenta el incremento de
D.0./1 min. y por medio de la férmula general D.0O.= Ebc

y de la Unidad Internacional de actividad enzimatica,

calculamos la actividad de nuestra enzima.

b.— Reactivos:

- Tampon fosfato 0.1 M, pH=8:
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40 mL de disolucién de PO4HEK 0.1 M.

?00 mL de disolucién de PO4HNa2 12 H20 0.1 M.

- Substrato: Ioduro de acetiltiocolina 0.073M (21.67

mg/mL). Disolucidn estable durante 10 a 15 dias, a 4°C.

- DNTB= 2,2'-dinitro-3,5'distiobenzoico 0.01M. Para su
preparacién se disuelven 39.6 mg de dicho agente en 10 mbL de

tampdon fosfato 0.1 M, pH=7.0. AfRadir 15 mg de CO3HNa.
c.—- Procedimiento:
Muestra: sangre heparinizada

Es aplicable para determinar tanto la actividad de AChE
Total como la Eritrocitaria. En caso de sangre de rata,
ambas determinaciones se efectuan con la muestra diluida al
doble. Asi para la Total, se diluye la sangre entera, lo que
provoca su hemélisis. En el caso de la Eritrocitaria, se
separa el plasma, se lavan los hematies y luego se diluye al
doble; con 1lo gque la muestra también se hemoliza. Para la
dilucion de las muestras se utiliza tampdn fosfato 0.1 M,

pH=8.

En el caso de sangre humana, para la Eritrocitaria la
muestra se prepara igual gque en el caso de las ratas. Para

la AchE Total se trabaja con 1la muestra sin diluir,

Ajustar el espectrofotéometro con agua destilada a
412nm. En tubo de centrifuga se afade 6 mL del tampdn citado

(0.1M, pH=8) y se incuba a 37°C. A continuacidén se afade 10
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L de la muestra, se agita y se separa una alicuota de 3 mbL

de dicha disolucidén en otro tubo de centrifuga.

Actuando de forma rdpida se arade a cada tubo, primero
25 pL de la disolucidén de DNTB, y a continuacion 20 pulL de 1la
disclucion del substrato. Agitar, pasar a cubeta y medir
a 412 nm. Se hacen 6 medidas para una misma muestra a

intervalos de un minuto.
d.— Cadlculos:

Se determina el incremento de D.0./min a los 3 min y a
los 6 min. El valor de la actividad se puede referir bien a
globulos rojos, bien a hemoglobina. En el primer caso,
expreséndola en nanounidades por eritrocito, el calculo se

realiza conforme a la expresidn:

NnU/GR = 44117 x 10N(n=-3) x incrementoc de absorbancia

por minuto/ ndmeroc de gloébulos rojos (en millones).

Para expresar la actividad en relacidn con la

hemoglobina, se calcula:

U/g Hb = 44117 x incremento de absaorbancia por minuto/

g Hb por litro.

3.3.— Determinacidn de acetilcolinesterasa en tejidos

(Método de Ellman, 1961).

a.— Fundamento: El mismo que se ha descrito para AChE

eritrocitaria.
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b.- Reactivos: Los mismos que se usaron para determinar

AChE eritrocitaria.

c.— Procedimiento:

Se toma el tejido (cerébro, cidtico o rifién), se pesa v
se le ariade 1:5 (P/V) de tampdn fosfato 0.1 M, pH=8. Se
homogeiniza en homogeneizador Potter. Se filtra con nildn.
Se centrifuga el extracto a 2000 rpm durante 10 minutos, v
se Tfiltra por papel de filtro. GSe separa una alicuota de 1
mL y se anade 9 mL de tampén fosfato, para obtener wuna
dilucien final de 1la muestra 1:50. En este extracto se
efectuard la medida de actividad enzimatica. Todo el proceso

citado se realiza en cdmara fria a 4°C.

Se efectua la determinacidén por duplicado. A cada tubo
de centrifuga se afade 2.6 mL de tampén fosfato y luego 0.4
mL del extracto 4ltimo obtenido. Antes de afmadir la muestra,
se incuba el tampén a 37°C. Se ajusta el espectrofotémetro
con agua destilada a 412 nm. Entonces se actua de forma
rdpida, arfadiendo a los tubos, primero 100 pL de la solucoen
de DNTB y a continuacién 20 uL de la solucion del substrato
que puede ser ioduro de acetiltiocolina o ioduroc de
butiriltiocolina. Las medidas se efectuan a 37°C, a 1los

mismos tiempos que AChE eritrocitaria.

d.— C4lculos.

Us/t=(incremento D.0./mg Prot/LExt?) x $73.33
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3.4.- Determinacién de proteinas (Método Bradford, 1976).
a.— Fundamento:

La determinacidon de proteinas por este método se basa
en el incremento de la absorbancia desde 465 nm a 395 nm de
una solucion de azul brillante de Coomassie G-250 cuando

este se une a proteinas.
b.—- Reactivos:

— Disolucién patrdén de albumina bovina de 1 mg/mbL de
concentracién. A partir de esta se preparan 3 patrones por
dilucidén: Patrén 1:0.1 mg/mL, Patron 2:0.2 mg/mbL, Patroén
3:0.5 mg/mL.

- Reactivo: tampon fosfato adicionado de azul brillante

de Coomassie G-230.
C.— Procedimiento:

Se preparan 5 tubos a los que arade 100 pL de solucion
salina fisiologica al blanco, 100 pl de cada disolucion
patrdén preparada y 100 plL del extracto de tejido: cerebro,
rifén vy cidtico, que previamente se han diluido por 3 los

dos primeros y a la mitad el dltimo.
3.5.- Recuento de globulos rojos.
a.— Fundamento:
Los eritrocitos adoptan en la disolucién de reactivo la

forma de bolas (poco hipotsénica frente a eritrocitos). Su
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cantidad puede determinarse entonces mediante una medicion
de turbidez (turbidimetria) por medio de una curva de

referencia.

b.— Reactivos:

Disolucion de reactivo (pH=2.5)

Nagsl4 - —-—————— 0.19 mol/L
CH3COOH - -~ ——— 2.8 mol/L
c.— Procedimiento:

Se efectua la medida a 546 nm. Se calibra el fotémetro
con la solucidén a la que luego se agrega la muestra. Una vez
hecho el calibrado, se ponen en la cubeta 2000 pL de
disolucién de reactivo, 5 uL de la muestra que no podra
estar hemolizada. Se agita la mezcla, y se mide la densidad

optica.

d.— Célculos:

El ndmero de eritrocitos por milimetro cubico de sangre
se calcula a partir de una curva patrén elaborada con sangre
de rata o©o humana, segun el caso, que se sometic a
diferentes diluciones. El1 valor de densidad dptica se lleva

a la curva patron para obtener el ndamero de globulos rojos.

Las muestras humanas se analizaron con un instrumento

Technicon H#*1.
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3.6.—- Determinaciéon de hemoglobina. Metodo de la cianida de
hemoglobina (Kampen E.J., Z2ijistra W.G.. Clin. Chim. Acta 6

338, 1961).
a.— Fundamento: La reaccion es:

Hemoglobina + Cianida + Ferricianuro ———-> Cianida de

hemoglobina

b.- Concentracion de reactivos en la disolucién usada
en este caso: Tampon fosfato pH=7.2 (2.5 mmol/L),
hexacianoferrato de potasic(IIl) (0.6 mmol/L), Cilanida de
potasio (1.0 mmol/L), Cloruro de sadio (1.5 mmol/L),

Detergente c.s.
c.— Muestra: Se trabaja con sangre total heparinizada.
d.- Procedimiento:

Una vez seleccionado el programa, en la cubeta del
espectrofotometro COMPUR M2000, se pone 1 mbL de solucidn de
reactivo, se equilibra el fotémetro, se agrega 3 ubL de la
muestra (sangre entera), se agita y se espera 3 minutos de
tiempo de reaccién. Se obtienen los g Hb/dL de sangre, dato
que luego se wutilizard para efectuar los cadlculos en lo

referente a la actividad de AChE eritrocitaria.

La hemoglobina en la sangre humana se determinée en un

instrumento Technicon H#*1.
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4.- INSTRUMENTOS Y PRODUCTOS UTILIZADOS

4.1.

Aparatos utilizados.
Espectrofotéometro UV-vis Spectronic 20 Bausch & Lomb.

Espectrofotometro Uvikon 860, Kontron Instruments,

equipado con Plotter 800 y termostatizado.

para

Espectrofotédmetro UV-vis Hitachi 704.

Autoanalizador Technicon Hx1.

Fotometro COMPUR M2000.

pHmetro HI-8418 Hanna Instruments.

Balanza granatario Mettler PE 2000 provista de cubilete

pesar animales y de integrador que hace la media de 10

pesadas.

Balanza semianalitica Mettler PI 3000.
Balanza analitica Mettler AE 240.
Centrifuga Sigma 201.

Bafos Selecta Unitronic 320 OR.
Congelador Koxka de -80°C.

Agitador Heidolph REA x 2000

Productos empleadeos a los tratamientos en los animales.
Clorhidrato de Ketamina. Ketolar R. Parke-Davis, S.A.
Tiopental sdédico. Tiobarbital. Andalucia Farmacedtica SA
Malation 98.2% . Labor Dr. Ehrenstorfer.

Etilparation. Bayer.

Dimetoato. Bayer.
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4.3. Reactivos.
loduro de acetiltiocolina. Merck.
Ioduro de butiriltioccolina. Merck.
DTNB (acido 2,2'-dinitro-3,5'-ditiobenzoico). Merck.
Bio—Rad protein assay. GmbH.
Erythrozyten Kit. Bayer Diagnostic.
Kit Cholinesterase. Monotest. Boehringer—-Mannheim.
Kit Haemoglobin. Bayer Diagnostic.
Kit Prot. Gesamt—Protein. Bayer Diagnostic.
Albumina Bovina 98-99% . Sigma.
Fosfato monopotdsico. Merck.

Fosfato disddico. Merck.
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3.- METODO ESTADISTICO.

El andlisis estadistico de los datos se realizd con un

programa SIGMA en un ordenador personal IBM 5170.

De «cada conjuntoc de datos por separado se calculéd,
mediante una estadistica bdsica, la media, la desviacion
tipica, coeficiente de variacién y rango y se comprobd su

distribucién normal.

Seguidamente se realizé un contraste bilateral, por
comparacion de medias estandar, entre los valores de las
actividades enzimdticas bajo la influencia de las diferentes

variables (temperatura de ensayo, sexo, etc).

Se establecieron las ecuaciones de regresion que ligan
las actividades vy sus formas de expresidn, asi como la
bondad del ajuste entre dicha recta tedrica vy los datos
experimentales, aplicando un andlisis de varianza ANOVA de
la regresion y una comparacién estadistica de los

coeficientes de correlacion respecto a cero.

Dada 1a gran variabilidad en los valeores encontrados
para algunos grupos, se procedié a una depuracion

estadistica de los datos.

El contraste bilateral utilizado calcula el nivel de
significacion a partir de una "t" de Student, si las
varianzas son homogéneas y de una "F" de Fisher si no 1o
son. La homogeneidad de las varianzas se comprobdé mediante

un test de Cochran. Se considera un valor de p<0.1 como
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"casi significacisén” y "significacidn estadistica" a partir

de p<0.0S.
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RESUIL TADOS



Se recogen seguidamente 1los resultados analiticos

obtenidos en nuestro trabajo experimental.

Las tablas I a la XIII se refieren a datos obtenidos

en humanos y a sus correspondientes estudios estadisticos.

Las tablas XIV a XXIII y figuras 2, 3 y 4 reflejan los

resultados de la experimentacion animal.
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TABLA I.

Influencia de la temperatura del ensayo en la actividad
de la AChE en humanos.

T2 AMBIENTE 37°C NIVEL SIGNIF.
HOMBRES n=39 n=10
AChET /GR 1265.26 1541 .00 p<0.001
AChET/HB 40.18 49.10 p<0.001
AChEe/GR 1187.59 1150.11 NO
AChEe/HB 36.57 38.30 ND
MUJERES n=2c4 n=135
ACRET/GR 1335.56 1587.87 p<0.05
ACHET /HB 42.50 49.27 p<0.01
AChEe/GR 1200.37 1206. 60 NO
AChEe/HB 38.58 39.27 NO
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TABLA 1II. Valores basales de ChE y AChE en 1la poblacidén
estudiada.
MEDIA o C.V. RANGO
HOMBRES
(n=10)
ChE 10313.16 2102.30 20.39% 4927 - 14271
AChET/GR 1541.00 247.54 16.06% 1212 - 1933
AChET/HB 49.10 4.33 ?.23% 42 - 55
AChEe/GR 1150.11 173.03 15.22% ?e2 - 1382
AChEe/HB 38.30 5.94 13.32% 29 - S1
MUJERES
(n=13)
ChE @337.77 2220.08 23.77% 6072 — 15762
AChET /7GR 1587.87 237.86 15.73% 1100 - 1885
ACRET/HB 49.27 7.08 14.38% 36 - 60
AChEe/GR 1206.60 122.78 10.17% 974 — 1419
AChEe/HB 39.27 4.16 10.61% 34 - 49
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TABLA TII. Influencia del sexo en ChE y AChE en humanocs.

NIVEL SIGNIFICACION

HOMOGENEIDAD VARIANZA

ChE

AChET/GR

AChET/HB

AChEe/GR

AChEe/HB

p<0.03
NS
NS
NS

NS

SI

SI

slI

SI

SI
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TABLA IV.

Estabilidad de ChE y AChE,

Iva HOMBRES

a8 4°C, durante un mes.

ChE AChE TOTAL

TIEMPO Ne GR HB
0 12 8044 .67 1265.26 40.18
+ 1071.06 213.76 5.96
12 horas 14 89223.61 1182.86 39.68
+ 2498.92 185.41 S.44
24 horas 12 8004.08 1131.46 37.66
+ 1669.45 214 .33 7.28
48 horas 8 7871.08 1157.14 39.37
* 1662.64 128.37 4,62
1 semana 12 7870.85 1132.86 39.22
+ 1870.62 186.37 6.09
1 mes 1 5667 .350% 1134 .58 40.99
729.05 20e.28 6.19

* p<0.001
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IVb MUJERES
AChE TOTAL
TIEMPO Ne GR HB
O 24 1335.56 42 .30
+ 179.08 + 6£.78
12 horas 29 1295.41 43.60
+ 183.03 + 7.72
24 horas 16 1249.78 40.93
+ 198.32 + 7.86
48 horas 10 1201.25 392.35
* 177.95 + 8.09
1 semana 15 1244.12 42.16
+ 157.79 + 7.63
1 mes 16 1289.33 43.87
+ 155.34 + 7.65
* p<0.,001
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TABLA V. Coeficientes de regresidén lineal entre ambas enzimas vy

sus formas de expresién en situacidén basal. Humanos.
MACHOS HEMBRAS
X Y r SIGNIFICAC r SIGNIFICAC
AChET/HB{ ChE -0.1452 NO 0.6343 p<0.0S
AChET/GR| ChE -0.1282 NO 0.6155 p<0.05
AChEe/HB| ChE -0.5602 NO 0.0857 NO
AChEe/GR}| ChE -0.1512 NO 0.0667 NO
AChET/HB| AChET/GR 0.2380 p<0.01 0.9656 p<0.01
AChEe/HB{ AChET/HB 0.7533 p<0.05 0.4548 NO
AChEe/GR|{ AChET/GR 0.8668 p<0.01 0.4047 NQ
AChEe/HB| AChEe/GR 0.8195 p<0.01 0.9426 p<0.01
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TABLA VI. Actividades de ChE y AChE total en embarazadas, antes y
despues de la curva de glucemia.

ChtE AChE TOTAL
N2 GR HB

BASAL * %% 24 9337.77 1335.536 42.50

+ 2220.08 * 172.08 6.78
EMBARAZADAS
GLUCEMIA 24 6736 .25% 1334.21 43.73
t=0 * 2276.25 * 242.06 ?.41
GLUCEMIA
t=120 13 7408.92% 1327.08 42.75

+ 2223.03 + 282.34 8.24

* p<0.001 respecto a basal
#** significacion estadistica,
*%% Media * ¢ en mujeres no embarazadas
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TABLA VII. Coeficientes de regresidén lineal entre actividades
enzimaticas vy sus formas de expresion en embarazadas antes vy
despues de curva de glucemia.

r NIVEL SIGNIFICACION
GLUCEMIA t=0
AChET/HB AChET/GR 0.8363 p<0.01
AChET/GR ChE -0.1196 NO
AChET/HB ChE -0.033%9 NO
GLUCEMIA t=120
AChET /HB AChET/GR 0.9784 p<0.01
AChET/GR ChE —-0.6384 p<0.05
AChET /HB ChE -0.5881 p<0.03
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TABLA VIII. Actividades de ChE y AChE en algunas patologias.

ViIla. HOMBRES

ChE AChE TOTAL
Ne GR HB
BASAL ** 39 10313.16 1265.26 40.18
+ 2102.50 + 213.76 + 5.96
E. HEPATICOS 7 B8481.71* 1200.50 35.74
+ 2346.06 + 402.79 + 6.41
E. RENALES 6 7562 .67% 1187.50 39.60
+ 1107.35 + 257.47 + 9,54
INTOXICADOS 6 10466.67 1086.17 -
POR METALES + 573.51 | +* 78.79

* p<0.01
** Media £ ¢ en hombres sanos

VIIIb. MUJERES

ChE AChE TOTAL
N2 GR HB
BASAL ** 24 9337.16 1335.56 42.350
+* 2220.08 + 179.08 + 6.78
E. RENALES 4 5752.50+ 1246.00 435.37
+ 3615.29 + 165.72 + 5.57

* p<0.01
*¥ Media ¥ ¢ en mujeres sanas
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TABLA IX.

Coeficientes
enzimaticas y sus formas de expresisdn en humanos con patologia.

de regresion lineal

entre actividades

NIVEL SIGNIFICACION

HEPATICOS

AChET/HB

AChET/GR

AChET/HB

RENALES

AChET/HB

AChET/GR

AChET /HB

AChET/GR
ChE

ChE

AChET/6GR
ChE

ChE

0.9376

0.1433

0.0673

0.9013

0.435%

0.5201

p<0.01
NO

NO

p<0.05
NO

NO
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TABLA X. Actividades de ChE y AChE en enfermos previa vy bajo
anestesia.
Xa. HOMBRES (n=9)
AChE
ChE TOTAL ERITROCITARIA
GR HB GR HB
PRE- P662.78 1583.78 53.00 14357.11 47.67
ANESTESIA| * 3922.01 + 199.23 * 6.18 + 231.18 + 6.67
‘BAJO 8347.22 1563.33 52.28 1389.33 43.36
ANESTESIA| * 3678.30 + 169.06 * 6.73 + 128.87 + 4,00
Xb. MUJERES (n=6)
AChE
ChE TOTAL ERITROCITARIA
GR HB GR HB
PRE- 8440.83 1584.17 52.350 1344 .00 44,17
ANESTESIA{ * 3077.31 + 78.86 + 3.21 + 125.93 * 3.76
BAJO 7711.50 1625.33 34.00 1371.33 44,83
ANESTESIA| *+ 3097.39 + 103.57 + 2.37 + 112.81 + 3.49
* p<0.03
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TABLA XI. Coeficientes de relacidn lineal de las actividades
enzimaticas y sus formas de expresién en enfermos antes y durante
la anestesia.

HOMBRES MUJERES

L SIGNIFICAC r SIGNIFICAC
PREANESTESIA
ACHET/HB ACHET/GR 0.924%90 p<0.01 0.8918 p<0.05
AChEe/HB AChEe/GR 0;9814 p<0.01 0.9203 p<0.01
AChEe/GR AChET/GR 0.8078 p<0.05 -0.4992 NO
AChEe/HB AChET/HB 0.7696 p<G.05 -0.33%94 NO
AChRET/GR ChE 0.4497 NO 0.6618 NO
AChET/HB ChE -0.3974 NO 70.4187 NO
AChEe/GR ChE -0.6925 CS -0.6185 NO
AChEe/HB ChE -0.7335 ‘p<0.05 -0.7966 CS
BAJO ANESTESIA
ACHET/HB ACHET/GR 0.9644 p<0.01 0.3745 NO
AChEe/HB AChEe/GR 0.9433 p<0.01 0.9059 p<0.03
AChEe/GR AChET/GR 0.3828 NO 0.4266 NO
AChEe/HB AChET/HB 0.4361 NO 0.4604 NO
AChET/GR ChE -0.2298 NO -0.2106 NO
AChET/HB ChE -0.13%¢4 NO —0.4993 NO
AChEe/GR ChE -0.8388 p<0.01 ~0.3561 NO
AChEe/HB ChE —0.8548 p<0.01 -0.6989 NO

105




TABLA XII. Seguimiento de las actividades de ChE

enfermo con intoxicacion aguda por etilparation

(%)

y AChE en

ChE ACTIVIDAD AChE TOTAL ACTIVIDAD

ANALITICA 33359 100.0 - -
PREVIA

ACCIDENTE=* 2279 67.8 50 4.7

2 MESES 3022 82.9 1380 131.4

4 MESES 4223 185.7 1210 115.2

5 MESES 3789 112.8 1360 129.5

6 MESES 3522 104.8 1050 100.0

¥ Ingreso en hospital en UWVI
la media 4-6 determinaciones en

¥# (Cada valor

es

muestra de sangre.
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TABLA XIII. Ejemplos de seguimiento de las actividades de ChE y
AChE en trabajadores expuestos a etil paratidn.

ChE ACTIVIDAD AChE TOTAL | ACTIVIDAD

CAS0 1

INICIAL 6965 100.0 2430 100.0

15 DIAS 49590 69.9 1300 393.5

30 DIAS 4353 66.3 710 29.2

43 DIAS 5753 87.6 860 35.4
CAS0 11

INICIAL 6318 100.0 1970 100.0

15 DIAS 6002 4.9 2350 119.3

30 DIAS 5302 83.9 1354 68.7

43 DIAS 4394 &9.5 1021 51.8
CASO 111

INICICAL 4660 100.0 1880 100.0

15 DIAS 31395 &67.7 2590 137.7

30 DIAS 3261 69.9 1662 88.4

43 DIAS 2838 61.3 1332 70.4

CAS0 1I: Trabajador establecido. Analisis inicial corresponde al

comienzo de la temporada de fabricacioen.

CASOS I1 Y I11: Trabajadores nuevos.
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TABLA XIV.

Influencia de la

temperatura

actividad de la ChE y AChE en rata.

del

ensayo en la

T2 AMBIENTE 37°C NIVEL SIGNIF.
MACHOS (n=30)

SANGRE

ChE 270.86 394.54 p<0.001
AChET/GR 189.92 280.66 P<0.001
AChET/HB 10.39 13.30 p<0.001
CEREBRO

ChE - 2.33 -
AChE 27.77 33.12 p<0.001
RINON

CHE - 1.77 -
ACHE 1.43 2.17 p<0.001
HEMBRAS (n=20)

SANGRE

ChE 1329.47 1492.10 NO
AChE/GR £36.07 295.693 p<0.001
AChE/HB 11.97 17.02 p<0.001
CEREBRO

ChE - 2.70 -
AChE 30.27 32.83 p<0.001
RINON

CHE - 2.11 -
ACHE 1.76 2.43 p<0.001

108



TABLA XV. Influencia del sexo en ChE y AChE en rata.

NIVEL SIGNIFICACION

SANGRE

ChE p<0.001

AChET/GR p<0.001

AChET/HB NO

AChEe/GR NO

AChEe/HB NO
CEREBRO

ChE ' p<0.01

AChET/GR NO
RINON

ChE p<0.001

AChET/GR p<0.05

109



TABLA XVIa. Estabilidad de ChE y AChE de rata, a 4°C, durante 1
mes. Sangre.
ChE AChE TOTAL
TIEMPO NE GR HB
0 77 270.85 - 10.39
+ 83.62 + 1.57
24 horas 29 - 182.86 10.01
+ 30.97 + 1.09
48 horas 23 - 174.93 .82
* 46.79 + 1.03
1 semana 29 326.54 196.93 10.64
70.96 * 40.64 + 1.33
1 mes 33 303.36 214.00 11.40
63.98 2418.64 +* 1.77

* p<0.001
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TABLA XVIb. Estabilidad de AChE, de rata, a 4°C, durante un mes.
Tejidos.

AChE

TIEMPO Ne CEREBRO RINON
0 10 33.12 2.17
+ 4.18 + 0.16

24 horas 21 25.88 1.43
+ 12.54 + 0.35

48 horas 19 28.76 1.34
+ 15.37 + 0.29

1 semana 10 28.84 1.31
’ + 14.26 + 0.33

1 mes 18 c0.21 1.02
+ 11.46 + 0.18

* p<0.001.



TABLA XVII. Coeficientes de regresion lineal entre actividades
enzimadticas y sus formas de expresién en ratas control.

MACHOS HEMBRAS

X Y r SIGNIFICAC r SIGNIFICAC
SANGRE SANGRE
ACRET/HB| ChE ~0.4891 NO 0.0664 NO
AChET/GR| ChE ~0.3899 NO 0.0530 NO
AChEe/HB| ChE - - 0.0731 NO
AChEe/GR| ChE - - -0.1863 NO
AChET/GR| AChET/HB| 0.6527 p<0.05 0.9114 p<0.01
AChEe/HB| AChET/HB - - ~0.0340 NO
AChEe/GR| ACHET/GR - - 0.4701 NO
AChEe/GR| AChEe/HB - - L 0.7524 p<0.05
CEREBRO | CEREBRO
AChE ChE 0.2220 NO 0.6183 NO
RINON RINON
AChE ChE 0.4331 NO 0.6486 p<0.05
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TABLA XVII. bis.
MACHOS HEMBRAS
X Y T SIGNIFICAC r SIGNIFICAC

SANGRE CEREBRO
ChE Che 0.3964 NO 0.3896 NO
AChET/HB| AChE 0.2794 NO 0.3530 NO
AChET/GR} AChE —0.3667 NO 0.4224 NO
AChEe/HB| AChE - - -0.1772 NO
AChEe/GR| AChE - - -0.1058 NO
SANGRE RINON
ChE Chte ~0.5941 NGO 0.2306 NO
AChET/HB| AChE 0.2003 NO 0.2861 NGO
AChET/GR| AChE 0.2463 NO 0.3103 NGO
AChEe/HB| AChE - - 0.35326 NO
AChEe/GR| AChE - - 0.6554 p<0.035
RINON CEREBRO
ChE ChE —0.6354 NO -0.2029 NO
AChE AChE 0.4732 NO -0.1201 NO
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TABLA XVIII. Estabilidad de ChE y AChE en conejo. (n=8).

ChE AChE TOTAL
TIEMPO GR HB
0 ‘ 760.23 233.50 12.20
+ 62.73 * 30.30 + 3.395
24 horas V 737.12 £237.23 12.51
*  484.77 * 28.57 * 3.41
48 horas ?66.23 224.23 11.70
* 621.00 + 26.10 +* 2.90
1 semana 841.50 241.00 12.62
+ 364.41 + 42.87 + 4,00
1 mes 886.00 272.25 14.20
* 3546.18 + 35.41 + 3.76
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TABLA XIX.

Influencia de
actividades de la ChE y AChE en rata.

la

ingesta del

alimento en las

AYUNO COMIDA NIVEL SIGNIF.

MACHOS (n=11)

ChE 192.90 218.09 NO

AChET/GR 174.36 200.36 p<0.01

AChET /HB 9.13 10.67 p<0.01
HEMBRAS (n=10)

ChE 1921.40 2053.30 NO

AChET/GR 337.00 406.90 p<0.01

AChET /HB 19.8 18.7 NO

AChEe/GR 2e22.70 237.10 NO

AChEe/HB 11.04 12.33 p<0.01
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TABLA XX. Actividades de ChE y AChE de rata tras administracisdn
i.v. de la mitad de la DL-50 en anestésicos.

N TIEMPO ChE AChEt/HB

CONTROL 77 ¢ 270.83 10.39
+ 83.62 * 1.57

TIOPENTAL 4 2 HORAS 302.795 10.80
+ 39.12 + 0.53

24 HORAS 265.00 10.90

+ 31.71 * 0.67

KETAMINA 9 2 HORAS 306.44 11.32
+ §7.39 * 1.21

24 HORAS £286.53 11.56

+ 42.02 + 2.45

* p<0.001
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Modificacidon de las actividades de ChE y AChE de rata

TABLA XXI.
por administracidn por via oral de distintas dosis de
etilparation. (n=3 para cada nivel de dosis)
1/3 DL-50 172 DL-50 374 DL-50 DL-30
SANGRE
ChE 354.20 443.20%% 174 .20 363.60
T 74.42 +118.96 * 31.33 * 28.60
AChET/HB 12.25% 12.30 14.20 14.80
*r 0.36 +* 0.67 + 3.39 +* 0.84
AChET/GR 248.00 234.40 252.60 308.80
* 67.76 * 22.97 * 64.65 + 51.00
AChEe/HB ?.60 8.86 10.88 10.30
+ 1.34 + 0.96 * 1.34 + 1.00
AChEe/GR 163.60 131.20 205.00% 190.60%
* 20.43 + 23.66 + 30.14 + 9.91
CEREBRQO
ChE 2.34% 2.54* 2.74 2.76
+ 0.27 + 0.19 * 0.17 + 0.16
AChE £9.95 24 .87 35.72%x+ 34 .98
* 4,18 * 3.77 * 3.77 + 3.04
RINON
CHE 1.88% 1.97 1.88% 2.01
+ 0.08 +* 0.13 + 0.17 +* 0.10
ACHE 2.10 2.15 2.28 2.34
¥+ 0.10 + 0.21 + 0.33 * 0.44
* p<0.05
*#* p<0.01
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TABLA XXII. Modificacien de las actividades de ChE y AChE de rata
por administracidn por via oral de distintas dosis de dimetoato.
(n=3 para cada nivel de dosis)

% DL-50 Ys DL—50
SANGRE
ChE 272.60%% 297 .00%%
+ 57.58 + 40.53
AChET/HB 7. 3bxxx 14.80
+ 1.85 + 1.92
AChET/GR 234 .20 272.60
+ 40.92 + 21.07
AChEe /HB b.52%%x 11.00
+ 0.78 + 1.22
AChEe /GR 164 .00%% 186 .20
+ 32.15 + 35.52
CEREBRO
ChE 2.08 1.86
+ 0.42 + 1.01
AChE 13.5b%%x 20.55% %%
£ 4,77 + 2.09
RIRON
CHE 1.80 1.66
+ 0.29 + 0.06
ACHE 1.96 1.80%%
+ 0.25 + 0.06
* p<0.03
%% p<0.01

*%%p<0.001
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TABLA XXIII. Modificacidn de las actividades de ChE y AChE de
rata por administracién por via oral de distintas dosis de
malation. (n=3 para cada nivel de dosis)
% DL-50 s DL-30
SANGRE
ChE 408.80 401.40
+ 57.45 + 55.05
AChET/HB 15.72 14.22
+ 2.06 +* 2.49
AChET/6R 284 .80 288.60
+ 16.71 + 7.82
AChEe/HB 8.70% 12.06
+ 1.51 + 2.62
AChEe/GR 150.60#+ 120.20
+ 25.05 + 27.95
CEREBRO
ChE 2.11 2.44
*+*+ 0.12 + 0.23
AChE 25.F1%%xx 28.53
+ 1.16 * 5.94
RINON
CHE 1.73 1.63
+* 0.14 + 0.28
ACHE 2.09 1.98
+*r 0.26 + 0.18
* p<0.03
#% p<0.01
*%%¥p<0.001
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Fig. 2.— Representacidn grafica de las modificaciones de la
actividad de ChE y AChE en ratas tratadas con etilparation.
A. ChE plasmatica
B. AChE total y eritrocitaria

C. ChiE y AChE de tejidos
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Fig. 3.— Representacion grafica de las modificaciones de la
actividad de ChE y AChE en ratas tratadas con dimetoato.

A. ChE plasmatica

B. AChE total y eritrocitaria

C. ChE y AChE de tejidos

127



MALATION

500

400

o o
o o
™ N

<OF—=>—0<0

100 -

1/2

1/4

DL-50

B chE



O»0—<— 0>

TP O~ =tO>»

MALATION

0 74 172
DL-60

Bl AChET/HB

] va 12
DL-60

B B AChEe/HB

O»O=<~40>

OPO=<<~=40>

300

260

200

160

100

60

260

200}

160

60

o Va4 va2
DL-50

B AChET/GR

) V4 vz
DL-50

S AChEe/GR



CEREBRO MALATION

3 36
A A 28|
c 2p c
H T 20
v 1.6 \'/
]
R L R 16
D b 10
0.6 ok
o o
[+ 174 1/2 [ 74 72
DL-60 DL-50
B che B AchE
2 2.6
A A
¢ c
T T
| [
v v
! i
0 D
A A
D )
0 174 172 0 74 172
DL-50 DL-50

C M che M AChE



Fig. 4.- Representacién grafica de las modificacibnes de la
actividad de ChE y AChE en ratas tratadas con malation.

A. ChE plasmatica

B. AChE total y eritrocitaria

C. ChE y AChE de tejidos
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DISCUSION



Los meétodos analiticos empleados por nosotros son
habituales en el laboratorio y utilizados durante afos, por
lo gue no han precisado especial dedicacidn de puesta a

punto. Conforme hemos visto en la revisidon bibliografica las

condiciones operativas para la determinacidn de la
colinesterasa plasmatica estan bien establecidas, como
ocurre con el conocimiento de 1la influencia de la

temperatura en el medio de reaccidn.

La cuestion estd actualmente solventada dado que en la
mayoria de los laboratorios clinicos la ChE se determina con

autoanalizadores, a temperatura controlada.

Sin embargo na ocurre igual con las de la

acetilcolinesterasa.

Dado que varios de los reactivos se conservan en
frigorifico, el medio de la reaccidén enzimatica de
hidrolisis del sustrato/cromégenc adquiere una temperatura
resultante de la de los diferentes componentes, y puede ser
muy variable. Por ello hemos considerado dos situaciones,
una sin control de temperatura Yy otra mediante
termostatizacien a 37°C durante toda la cineética. De

nuestros resultados en humanos se deduce que los valores
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medios de AChE total, se afectan por la temperatura del
ensayo, y son a 37°C aproximadamente un 20% superiores que a
temperatura ambiente, con nivel de significacidn alto
(p<0.001) para AChE referida tanto a hemoglobina como a
glébulos rojos en los hombres, y algo menos (p<0.01 vy

p<0.05) en mujeres.

Sin embargo la AChE eritrocitaria noc se modifica al

termostatizar la reacciaon.

Estos resultados se han repetido con los datos

obtenidos en ratas.

Por ello estimamos resulta recomendable una adecuada:

termostatizacién a 37°C durante todo el proceso.

El estudio de estabilidad de las actividades
enzimaticas a lo largo del tiempo se ha efectuado con
muestras de hasta 30 individuos (humanos, de ambos sexos),

mantenidas en frigorifico a 4°C.

Los resultados a las 12, 24, 48 horas, 1| semana y ! mes
y la comparacién de sus medias con valores inmediatos a 1la
extraccian (plazo inferior a 12 horas) evidencia que Ila
actividad de la AChE total es estable al mes de extraidas
las muestras, sin detectarse diférencias estadisticamente
significativas. Sin embargo los valores de ChE plasmatica
muestran en este periodo una fuerte disminucién (30%)

respecto a los valores iniciales (p<0.001).
También aqui los resultados fueron similares en
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animales, tanto en rata como en conejo.

Se sabe que existen diferencias de actividad
colinesterdsica en ambos sexos. Por nuestra parte, el
establecimiento de los valores y margenes normales o basales
de estas actividades enzimdticas en humanos se ha realizado
con 49 muestras de hombres y 39 mujeres, todos ellos sanos vy
en ayunas. - La AChE tanto total como eritrocitaria no se ha

mostrado influida por el sexo.

Es de destacar que la ChE presentd los mads amplios
margenes o rangos, con coeficientes de variacidén del 20.39%
en hombres y 23.77% en mujeres. Frente a ellos, la AChE
total y la eritrocitaria expresada tanto en hemoglobina como
en goébulo rojo presentan menores coeficienteé de variacion

(9 - 16%), desviacidon estandar y rangos.

En nuestros ensayos con animales (rata) destaca aun mas
la influencia del sexo, con valores de ChE superiares en
hembras que en machos, en todos los tejidos .estudiadas, v
especialmente en plasma donde la actividad en hembras es 4
veces mayor (p<0.0001). También la AChE total referida a
hemoglobina vy la AChE son algo mas altas en hembras que en

machos.

A la vista de nuestros datos en humanos vy en animales
entendemos que con las colinesterasas ocurre, como con otras
actividades enzimaticas, que la gran variabilidad de las

mismas en hembras hace que la valaoracion estadistica resulte
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diferente en un sexo que en otro y que se extraigan
interpretaciénes bioquimicas mas correctas a partir de los

datos obtenidos con los machos.

La correlacién estadistica de ChE y AChE total vy
eritrocitaria muestra que, en sangre humana, ambas
actividades son totalmente independientes por lo que no son
sustituibles con fines diagnésticos, a pesar de lo que suele

entenderse.

Por otra parte, dada la gran dispersién de valores,
sobre todo de la ChE plasmatica, que presentd coeficientes
de wvariacion del S51.13% en rata macho y del 36.60% en
hembras, en el momento de realizar los estudios estadisticos
resulte insuficiente el ndmero de animales ensayados, para
establecer 1las ecuaciones de relacidn lineal entre los

valores tisulares y sanguineos.

Al estudiar la influencia que sobre estas actividades
enzimaticas tiene la ingesta de alimento frente a los
valores basales en ayunas, observamos en ratas que la ChE
plasmatica no parece modificarse. En cambio se obtienen

valores mads altos de AChE (p<0.001) especialmente en machos.

En un grupo de mujeres en que se valoraron las enzimas
a lo largo de un ensayo de tolerancia a la glucosa, no se
vio que ésta afectara a la ChE ni a la AChE sanguineas. Sin
embargo, se comprobdé que el embarazo disminuye la actividad
de la ChE en un 26% (p<0.001), pero no vimos alteracion de

la AChE.
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En los restantes grupos estudiados con diferentes
patologias, wunicamente e detectd alteracion de 1la ChE
plasmatica, que disminuye en enfermos hepdticos y renales de
distinta etiologia, pero no se modifica la AChE. Ninguna de
las daos enzimas se alterd significativamente despues de las
anestesias investigadas, respectoc a sus actividades previas.
La administracidén de la mitad de la DL-350 de tiopental o de

ketamina tampoco afectd a estas actividades en ratas.

En el caso del trabajador intoxicado por un insecticida
organofosforado (etilparatioén), se aprecia claramente que,
aunque se afectaron las dos colinesterasas, la AChE se
inhibid més fuertemente (un 23%) que la ChE (32%4), aungue se

recupero antes (60 dias) coincidiendo con la evolucion

favorable del enfermo. En los 3 individuoces expuestos al
mismo ocrganofosforado, a pesar de ausencia de
sintomatologia, el seguimiento mostrdéa un decremento

progresivo de ambas, mas acusado en la AChE. Debe resaltarse
que los dos trabajadores recien incorporados a la empresa, vy
nunca anteriormente expuestos a este tipo de sustancias,
evidenciaron un incremento inicial de la AChE total referida
a hemoglobina o a glébulo rojo; los experimentos con
animales, programados para profundizar en este fendmeno,
muestran que ésto solo ocurre con el etilparatién, vy no con
dimetoato ni malatién, a dosis inferiores a la mitad de 1la

DL-50.

Atendiendo &a todo lo espuesto, queda evidente que la
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AChE es mas estable que la ChE con respecto al sexo,
presenta menor variabilidad interindividual, no se afecta
por estados fisiolsgicos vy patoldgicos de distinta
etiologia, que alteran la ChE, pero es mas sensible a los
inhibidores organofosforados. Por tanto, la determinacidn de
ambas enzimas puede contribuir al diagnéstico diferencial de

intoxicaciones frente a otras enfermedades.

Por otra parte, dado que el coeficiente de correlacian
entre la AChE eritrocitaria y la total, en condiciones
basales, es de 0.87, referido a globulo rojo, vy de 0.75,
referide a hemoglobina, queda evidente que la AChE total
supone un pardmetro vdlido para la determinacidon de la AChE,
y desde el punto de vista practico, su abordaje es mas
sencillo que el de la eritrocitaria, por no requerir los

pasos previos de separacién y lavado de hematies.

Asi mismo, como el coeficiente de correlacion entre la
valoracién de AChE total respecto a hemoglobina y a glébulo
rojo es de 0.94, siempre que no haya un desequilibrio entre
recuento globular y contenido de hemoglobina, puede ser mas

cémoda la valoracion de ésta.

Por todo 1lo cual, estimamos que la AChE total expresada
por gramo de hemoglobina, vy determinada como cinética a
37°C, es el parametro de eleccidén en la valoracién clinica vy

de investigaciaon de la AChE.
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CONCLUSIONES



PRIMERA.—- La ChE vy 1la AChE son enzimas diferentes entre

cuyas actividades no existe correlaciéan cuantitativa.

SEGUNDA.— La AChE es una enzima estable a 4°C durante un

mes. Sin embargo la ChE pierde actividad con el tiempo.

TERCERA.— La AChE es una enzima con menores variaciones

interindividuales que la ChE.

CUARTA.— A diferencia de 1la ChE, 1la AChE na presenta

diferencias de un sexa a otro.

QUINTA.— La AChE se mantiene estable en el embarazeo, al

contrario que la ChE cuya actividad disminuye.

SEXTA.— La AChE no se modifica en situaciones patolagicas
que afectan a la ChE . Ninguna de las dos enzimas se alteré
con los anestésicas habituales en humanos, (tiopental
sadico, bromuro de pancuronio, diazepam, cloruro de
suxametonio, fentanilo, halotano, droperidol) ni en ratas

anestesiadas con tiopental o ketamina.

SEPTIMA.— La AChE es mas sensible que la ChE a la inhibicién

por compuestos organofosfarados.

ocCTava.— La AChE sufre un incremento inicial transitorio en
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humanos ante una primera exposicidn a dosis bajas de
determinados inhibidores organofosforados (etilparation);

hemos confirmado este hallazgo por experimentacisén animal.

NOVENA.— Estimamos que la determinacién de AChE debe
incluirse en los protocolos analiticos para contribuir al

diagnostico diferencial.

DECIMA.— Para 1la determinacion de la AChE se recomienda un
método cinético con termostatizacieon de 1la mezcla de

reaccian a 37°C durante todo el proceso.

UNDECIMA.—- Aungue no se han conseguido suficientes datos de
humanos, por 1los resultados con animales se puede estimar

conveniente determinar la AChE en ayuna.

DUODECIMA.— De acuerdo con la interpretacion estadistica de
las diferentes formas de expresion y muestras utilizadas en
la determinacion de AChE, podemos recomendar el uso de AChE
total wvalorada en samgre entera hemolizada referida a

hemoglobina.
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