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RESUMEN

Introduccién: La determinacion de la actividad enzimatica colinesterasa (ChE) es el principal
biomarcador de efecto de la exposicion a los plaguicidas organofosforados y carbamatos. Por lo tanto, la
estabilidad de la actividad de las ChEs en muestras de sangre es un parametro pre-analitico importante
que necesita ser considerado en términos de la seguridad diagnostica. Objetivo: Determinar el efecto
del tiempo y de la temperatura de almacenamiento sobre la actividad de las ChEs en muestras de sangre
humana. Metodologia: Muestras de sangre entera y suspensiones de eritrocitos (eritrocitos + solucion
salina 0.9% proporcion 1:1) fueron almacenados a -20°C, 4°C y 25°C. Las determinaciones enzimaticas
se realizaron una hora después de la toma de la muestra y se repitieron entre el dia 1 hasta el dia 90.
La actividad enzimatica ChE total y Acetil-ChE se determinaron respectivamente mediante el método
colorimétrico de Limperos & Ranta y mediante el método potenciométrico de Michel. Resultados:
La maxima estabilidad de la actividad ChE total se observo a -20°C hasta por 60 dias, ademas, dicha
estabilidad perdurd hasta por el tiempo maximo del estudio a 4°C para la Acetil-ChE. Una considerable
disminucion de la actividad Acetil-ChE se observo después de los dias 7 a 25°C y 4 a -20°C. Conclusién:
Considerando la seguridad diagnostica, nosotros recomendamos almacenar las muestras de sangre entera
a -20°C por un tiempo maximo de 30 dias para la determinacion de la actividad ChE total y la suspension
de eritrocitos en 0.9% de NaCl a 4°C por 14 dias maximo para la determinacion de la Acetil-ChE.
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ABSTRACT

Introduction: Determination of cholinesterase (ChE) enzyme activity is the main biomarker of exposure to
pesticides organophosphorus and carbamate. Therefore, the enzyme stability of ChEsin blood samples is an
important pre-analytical factor to take into account in the diagnosis. Objective: To determine the effect of storage
time and temperature on ChEs enzyme activity in human blood samples. Methodology: Whole-blood samples
and erythrocyte suspensions (erythrocyte + 0.9% saline solution; ratio 1:1) were stored at -20°C, 4°C and 25°C.
Enzyme activity measurements were performed at one hour after the blood samples have been obtained and then
were repeated between days 1 and 90. Total ChE and Acetyl-ChE activities were determined using the Limperos &
Ranta colorimetric method and the potentiometric method of Michel respectively. Results: The maximum stability
of the total ChE enzyme activity was achieved at -20°C for 60 days and, in the case of Acetyl-ChE, at 4°C for the
time the study was conducted. A decrease of Acetyl-ChE activity was shown after 7 days at 25°C and 4 days at
-20°C. Conclusion: In terms of diagnosis, we recommend that in order to measure the total ChE activity the whole-
blood samples should be stored at -20°C for 30 days, whereas to measure the Acetyl-ChE activity the erythrocyte

suspensions in 0.9% NaCl at 4°C for 14 days.

Keywords: Cholinesterases; Pesticides; Blood; Enzyme stability.

INTRODUCCION

Las colinesterasas (ChEs) son enzimas que catalizan
la hidrolisis de los ésteres de colina. En humanos y
otros mamiferos se distinguen principalmente dos
tipos de ChE: acetilcolinesterasa (AChE; EC 3.1.1.7) y
butirilcolinesterasa (BChE; EC 3.1.1.8). Estas enzimas
se localizan diferencialmente en los tejidos y cumplen
importantes funciones fisiologicas; entre estas, la
hidroélisis del neurotransmisor acetilcolina en colina y
acido acético en el espacio sinaptico. Considerada como
la mas relevante de ellas porque permite a la neurona
colinérgica retornar a su estado de reposo después de la
activacion; evitando asi una sobre-estimulacion efectora
de los musculos y como consecuencia espasmos
musculares que pueden causar la muerte.

La actividad de las ChEs puede ser afectada de manera
reversible e irreversible por compuestos quimicos
que actuan sobre estas enzimas como inhibidores de
tipo competitivo o no competitivo. Entre ellos, los
plaguicidas, especialmente los organofosforados y
carbamatos, se constituyen como los mas comunes
anticolinesterasicos porque son ampliamente utilizados:
en laagricultura para el control de plagas o en los hogares
sobre los animales domésticos y/o en los jardines para la
eliminacion de ectoparasitos e insectos'?. Sin embargo,
y aunque se usen de forma correcta, estos compuestos
representan costos sociales, ya que producen efectos
nocivos —agudos y cronicos— tanto para la salud humana
como para el medio ambiente.

Ademas cabe mencionar que por su bajo costo en paises
en desarrollo éstos productos quimicos son de facil
acceso’, lo que en parte explica hasta un millon de casos
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de intoxicacion y hasta 20.000 muertes anualmente’.
En Colombia, seglin el Sistema de Vigilancia en Salud
Publica (SIVIGILA) en 2008 se reportaron 6.650
intoxicaciones por plaguicidas; 7.405 en 2009; 8.016 en
2010;9.811 en2011;y 9.197 en 2012. Constituyéndose
como el principal tipo de intoxicacion entre las sustancias
quimicas a diferencia de los paises desarrollados, donde
el mayor porcentaje de las intoxicaciones son a causa de
los medicamentos®.

Debido al efecto directo de los plaguicidas sobre
la actividad de las ChEs, la determinacion de esta
actividad enzimatica se ha utilizado no solo como la
principal prueba de laboratorio para la vigilancia de
la poblacion laboralmente expuesta a los plaguicidas
organofosforados y carbamatos®’, sino también
como el principal biomarcador de efecto de estos
plaguicidas®'°. Esto es, al menos en parte, porque no se
cuenta con un biomarcador de exposicion que pueda ser
determinado en sangre debido a que estos compuestos
son rapidamente hidrolizados, y ademas a que el valor
diagnostico de su determinacion en orina es limitado
porque no evalla la magnitud de la exposicion. En este
sentido, para la exposicion prolongada y a bajas dosis
se recomienda medir la actividad AChE, mientras que
para la exposicion aguda se prefiere la medicion de la
actividad BChE!".

Existen varios métodos para la medicion de la actividad
de las ChEs; entre ellos, el método de Michel? y
el método de Limperos & Ranta (modificado por
Edson'*) son los dos mas utilizados. El primero se ha
consolidado como la prueba de referencia para medir
la actividad AChE, mientras que el segundo, por
ser un método de diagnostico rapido y de campo, es
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frecuentemente utilizado en emergencias médicas asi
como también en la determinacion de la actividad de
las ChEs de rutina.

La estabilidad de la actividad de las ChEs en muestras
de sangre es un parametro pre-analitico importante
y el cual necesita ser considerado en términos de la
seguridad diagnostica, especialmente en paises como
Colombia, debido a que en América Latina, Colombia
ocupa el tercer lugar, después de Brasil y México,
en el consumo de plaguicidas'™'®. Factores como el
tiempo y la temperatura de almacenamiento desde
el momento en que se toma la muestra hasta que se
lleva a cabo el procedimiento de laboratorio no estan
estandarizados, y estos afectan considerablemente la
estabilidad de las enzimas. Las variaciones en estos
factores se relacionan, por una parte, con el hecho
de que generalmente las muestras se toman en areas
distantes del lugar de procesamiento y, por otra parte,
a conflictos de costo-beneficio de los laboratorios, 1o
que implica que las muestras deban almacenarse por un
determinado tiempo para ser analizadas.

Adicionalmente, estudios similares se han realizado
en muestras de sangre de animales y han encontrado
diferencias en la estabilidad enzimatica dependiendo de
la especie animal. Sin embargo, no se han reportado los
efectos de estas variables pre-analiticas en muestras de
sangre humana. Por lo tanto, el objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto del tiempo y de la temperatura
de almacenamiento sobre la actividad de las ChEs en
muestras de sangre humana.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion y preparacién de las muestras

Un total de cinco personas sanas aceptaron participar
voluntariamente en el estudio, previo consentimiento
informado. Los criterios de inclusién fueron: no tener
diagnostico clinico de obesidad, no estar en condicion
clinica de desnutriciéon, anemia, hepatitis, diabetes
o alguna enfermedad de la tiroides, no haber estado
expuesto a plaguicidas organofosforados o carbamatos
en el ultimo mes y no haber ingerido licor 72 horas
antes de la toma de la muestra sanguinea. Con el
fin de comprobar el cumplimiento de los requisitos
para aplicar al estudio, a los participantes se les hizo
una encuesta de caracter clinico y adicionalmente
se les midieron variables como peso y talla y se les
realizaron pruebas de funcion hepatica (transaminasas),
prueba de albumina para verificar estado nutricional
y hemoglobina para descartar anemia. Después de

verificar el cumplimiento de los criterios de inclusion
se realizo la flebotomia para obtener muestras de sangre
en tubos con anticoagulante heparina.

Para la determinacion de la actividad ChE total (AChE
y BChE), las muestras de sangre se homogenizaron
suavemente por inversion y se alicuotaron en volumenes
de a 30 pL en tubos de reaccion de 0.5mL. En el caso de
la determinacion de la actividad AChE, las muestras de
sangre se centrifugaron a 2000 rpm durante 15 minutos.
Después de descartar el plasma, el paquete globular
fue alicuotado en volimenes de a 200 pL en tubos de
reaccion de 1.5 mL y lavado dos veces con 400 pL de
una solucion fresca de NaCl 0.9% centrifugando cada
vez a 2500 rpm por 20 minutos. Al final del segundo
lavado se descartaron 200 pL del sobrenadante para
generar una suspension de eritrocitos al 50% v/v como
se especifica en el protocolo descrito por Michel'.
Finalmente, los tubos de reaccidon que contenian
las alicuotas de la sangre entera y la suspension de
eritrocitos fueron almacenados a -20°C, 4°C y 25°C en
grupos de a tres por cada temperatura.

La actividad enzimatica ChE total y AChE se determiné
una hora después de la toma de la muestra de sangre
(muestras control) y los analisis se repitieron en las
preparaciones almacenadas a las diferentes temperaturas
después de 24, 48, 72,96 y 120 horas, asi como también
a la primera, segunda y tercera semana, y el primer,
segundo y tercer mes. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado.

Por otra parte, y para evaluar el efecto del congelamiento
y descongelamiento sucesivo de las muestras de
sangre, por cada muestra se alicuotaron de manera
independiente 150 pL de sangre entera y 450 pL de
la suspension de eritrocitos al 50% v/v en tubos de
reaccion de 1.5 mL. Después de determinar la actividad
enzimatica, las muestras se almacenaron a -20°C. Una
vez al dia durante cinco dias consecutivos se realizo
el descongelamiento de las muestras a temperatura
ambiente durante 15 minutos, después se midio la
actividad enzimatica ChE total y AChE y por ultimo se
congelaron nuevamente para el dia siguiente.

Determinacion de la actividad enzimatica
Actividad enzimdtica ChE total

La determinacion de la actividad ChE total se
realizé por el método colorimétrico de Limperos
& Ranta modificado por Edson'*' utilizando el

equipo  Lovibond®  ComparatorSystem 2000+
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(TintometerGmbH; Alemania). En tubos de reacciéon
de 1.5 mL, 10 pL de sangre entera fueron adicionados
a 500 pL de azul de bromotimol 0.0448% pH 7.20,
se mezclaron y se adicionaron 500 pL de perclorato
de acetilcolina 0.5%. Inmediatamente, la mezcla se
homogeniz6 por agitacion y se transfirié a una celda de
cuarzo de 2.5 mm. El cambio de pH debido al acido
acético, producto de la hidrolisis de la acetilcolina por
accion de las ChEs se midi6 al comparar el color de la
mezcla con el conjunto de patrones de vidrio coloreados
incluidos en el Comparador 2000 y expresados como
porcentaje de actividad enzimatica. El tiempo de
reaccion se fijo en 21 minutos: tiempo necesario para
hacer virar el azul de bromotimol de verde a amarillo
(~pH 6.0), correspondiente al 100% de la actividad de
las ChEs. Este tiempo se determind como el promedio
del tiempo utilizado para el mismo fin en 10 muestras
de sangre de personas sanas. Controles negativos (se
remplazd el perclorato de acetil colina por agua) y
positivos (muestras de sangre con 100% de actividad en
21 minutos) fueron utilizados cada vez que se realizaba
la prueba.

Actividad enzimdtica AChE

La determinacién de la actividad enzimatica de la
AChE se realiz6 por el método potenciométrico de
Michel?. En tubos de reaccion de 15 mL se lisaron
80 pL de la suspension de eritrocitos (eritrocitos +
solucion salina 0.9% proporcion 1:1) con 1.92 mL de
saponina 0.01%. La lectura del pH inicial se determind
10 minutos después de mezclar 1 mL del hemolizado
con 1 mL de la solucion buffer (0.02 M de barbital
sodico, 0.004 M de KH,PO, y 0.6 M de KCI) pH
8.10 a 25°C. Posteriormente se adicionaron 200 pL
del sustrato acetilcolina 0.11 M e inmediatamente se
incubaron a 25°C por 60 minutos. Transcurrido este
tiempo se realizé la lectura del pH final. Todas las
lecturas del pH se realizaron por duplicado utilizando
pH metro SevenEasy™ (Mettler-Toledo International
Inc.; Estados Unidos de América).

La actividad enzimatica se expres6 como ApH/hora
mediante la siguiente ecuacion:

H1-pH2-b\/
ApH / hora :(L)

t
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Donde pHly pH?2 corresponden a los valores del pH
inicial y final, respectivamente; ¢ al tiempo de reaccion
(1 hora); b es el valor de correccion debida a la
hidroélisis no enzimatica y f es el valor de la variacion
en el ApH/hora. Esta ecuacién y la tabla de valores b y
fcon respecto al pH2 fue publicada por Michel et al.'.

Analisis estadistico

Elefecto del tiempo y latemperatura de almacenamiento,
asi como la interacciéon de estas variables sobre la
actividad de las ChEs en muestras de sangre humana fue
determinado mediante un andlisis de rangos signados
de Wilcoxon para datos pareados, comparando en todos
los casos con el tiempo inicial (tiempo 0); tiempo que
identifica el procesamiento de las muestras de sangre
frescas minutos después de la flebotomia. Un valor
p< 0.05 para una prueba de una cola fue considerado
estadisticamente significativo utilizando el software
GraphPad Prism version 6.04. Por otra parte, un analisis
de concordancia entre los resultados obtenidos de las
diferentes condiciones de almacenamiento fue realizado
mediante el método de Bland & Altman'” utilizando el
software MedCal version 13.1.0.0.

RESULTADOS

Las variaciones en la actividad enzimatica de la ChE
total y la AChE se muestran en la Figuras 1y 2. La
mediana y la desviacion estandar de la actividad ChE
total y AChE en muestras de sangre fresca fue 100 +
5.59% (rango = 87.5 — 100%) y 0.84 = 0.07 ApH/hora
(rango 0.74 — 0.94 ApH/hora), respectivamente. No
se observaron cambios estadisticamente significativos
durante el almacenamiento a -20°C y 4°C para la
actividad enzimatica ChE; sin embargo a 25°C se
observaron cambios significativos a los 60 y 90 dias de
almacenamiento (Figura 1). En el caso de la actividad
AChE la mayor variacion se observd en las muestras
almacenadas a -20°C y 25°C; las cuales mostraron
diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05)
después de las 120 horas y a 14 dias, respectivamente
(Figura 2A y 2C). La menor variacion se presentd
cuando las muestras de sangre fueron almacenadas a
4°C; la cual se mantuvo relativamente estable hasta por
el tiempo evaluado en el estudio (Figura 2B).
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Figura 1 Efecto de la temperatura y el tiempo de almacenamiento sobre la actividad enzimatica ChE total. Las mediciones de la
actividad enzimatica iniciales se representan como A (alto; 100%), M (medio; 87.5%) y B (bajo; 62.5%).
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Figura 2. Efecto de la temperatura y el tiempo de almacenamiento sobre la actividad enzimatica acetilcolinesterasa.
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El andlisis de concordancia mostré6 un mayor nimero
de puntos por debajo de la linea de no diferencia y una
mayor dispersion de los mismos cuando se compararon
los valores de la actividad AChE de las suspensiones de
eritrocitos almacenadas a -20°C y 25°C, seguido de 4°C
y 25°C, y -20°C y 4°C (Figura 3). Las mediciones de

A 04-

0.3 A

rencia A pH/h (-20°C y 4°C)

05 0:6 0_'? 0?8 0:9 10
Promedio A pH/h (-20°C y 4°C)

0.3 A

0.1 A

o
o Universidad
o ALUD UIS Industrial de

[ ) Santander

la actividad AChE se reducen respectivamente por un
promedio de 0.08 (DS =0.20) y 0.06 (DS = 0.23) ApH/
hora cuando las muestras son almacenadas a -20°C y
25°C como se indica por la linea continua azul en el
grafico de Bland & Altman(Figura 3A'y 3B).
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Figura 3 Grafico de Bland & Altman de las diferencias de las mediciones en la actividad enzimatica AChE contra el promedio
de las dos mediciones de las muestras almacenadas a -20°C y 4°C. El punto negro representa el valor de la actividad enzimatica
de la muestra control. La linea azul continua es el promedio de las mediciones y las dos lineas discontinuas rojas corresponden
a 1.96 x SD. La linea continua negra representa la no diferencia en las mediciones.

No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en las mediciones de la actividad
ChE total y AChE después de las 5 congelaciones y
descongelaciones sucesivas. Sin embargo, a diferencia
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de las mediciones de la actividad ChE total, las
mediciones de la actividad AChE mostraron una
disminucion gradual de sus valores: desde 0.84 + 0.07
hasta 0.71 + 0.05 ApH/hora (Figura 4).
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Figura 4 Efecto de las congelaciones y descongelaciones en
la actividad enzimatica AChE. La linea punteada representa

la tendencia.

DISCUSION

Los resultados mostraron que el método de
almacenamiento afecta significativamente la actividad
ChE. Para la determinacion de la actividad ChE total por
el método de Limperos & Ranta modificado por Edson
las muestras de sangre entera se pueden almacenar
hasta por 28 dias a -20°C, 4°C y 25°C; o hasta por 60
dias a -20°C y 4°C (Figura 1). Tiempos prolongados
de almacenamiento generan oscilaciones significativas
en las mediciones de esta actividad enzimatica vy,
como consecuencia, diagnosticos con resultados falsos
positivos o negativos y con las implicaciones clinicas
correspondientes.

Las mediciones de la actividad AChE presentaron una
mayor sensibilidad a las condiciones de almacenamiento,
especialmente cuando las suspensiones de eritrocitos
fueron almacenadas a -20°C y 25°C (Figura 2A 'y 2C).
De hecho, el analisis de concordancia mostré que estos
valores no solo son mas dispersos sino que una gran parte
de ellos estan alejados de la linea de no diferencia (Figura
3C). Por otra parte, cuando se evalud la concordancia
entre estas dos temperaturas, en la temperatura de 4°C se
observé un mayor agrupamiento de los datos alrededor
de la linea de no diferencia (Figura 3A y 3B); lo que
indica que estos valores podrian ser comparables. Sin
embargo, los valores dispersos (Figura 3B) y por fuera
de los limites de acuerdo (Figura 3A) indican que las
mediciones de la actividad AChE son mas bajas cuando
las muestras se almacenan a -20°C y 25°C que a 4°C.
Por lo tanto, esta evidencia experimental sugiere que la
temperatura de refrigeracion conserva mejor la actividad
AChE en funcioén del tiempo.

La disminucion en la actividad enzimatica cuando las
muestras son almacenadas a -20°C se puede deber a
una potencial desnaturalizacion de la enzima por una
significativa reduccion del pH dada por la concentracion
de NaCl durante el proceso de congelamiento y
descongelamiento'®. La fuente de NaCl en nuestros
experimentos provino de la solucion salina fisiologica
al 0.9 % que se utilizd para preparar la suspension de
eritrocitos. En este sentido, esto también podria explicar,
al menos en parte, la tendencia a la disminucién
observada en las mediciones de la actividad AChE en
el tiempo durante las congelaciones y descongelaciones
sucesivas (Figura 4).

Es importante tener en cuenta que para la determinacion
de la actividad AChE mediante el método de Michel'? no
sepuedenalmacenar las muestras de sangre enteraa-20°C
porque la formacion de cristales lisaria los eritrocitos y
la enzima libre se eliminaria posteriormente durante los
pasos de lavado; por esta razon el almacenamiento de
las muestras en las diferentes temperaturas se realizo
después de lavar los eritrocitos con solucion salina
fisiologica. Sin embargo, y aunque la temperatura de
refrigeracion no tiene un fuerte impacto en la formacion
de cristales y por lo tanto en la hemolisis, nuestros
resultados no pueden ser extendidos al almacenamiento
de las muestras de sangre entera a 4°C para determinar
la actividad AChE por el método de Michel porque esta
opcidn no fue investigada en nuestro estudio.

Existe evidencia experimental que muestra que la
estabilidad de la actividad enzimatica de las ChEs no
solo depende de las condiciones de almacenamiento,
sino también de la especie animal de la cual proviene. Por
ejemplo, la actividad enzimatica en muestras de sangre
entera de perro y oveja se mantuvieron estables por mas
tiempo (un mes y dos semanas, respectivamente) cuando
se almacenaron a -20°C que a 4°C o 25°C, mientras que
las muestras de sangre entera de caballo fueron estables
hasta por seis meses cuando se almacenaron a 4°C y
por dos semanas a -20°C y 25°C". Adicionalmente,
otros estudios reportaron una estabilidad de las muestras
de sangre de caballo a 4°C entre una semana® y
aproximadamente 8 meses?'.

En conclusion, y teniendo en cuenta la seguridad
diagnostica, nosotros recomendamos, por una parte,
almacenar las muestras de sangre entera a -20°C por
un tiempo maximo de 30 dias para la determinacion de
la actividad ChE total y, por otra parte, para evitar una
pérdida estadisticamente significativa de la actividad
enzimatica AChE, la suspension de eritrocitos en 0.9%
de NaCl se deberia conservar a 4°C como maximo por
14 dias.
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