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RESUMEN

Utilizando el sistema pH-stat, tecnica volumétrica-potenciométrica, se han de-
terminado las actividades colinesterasas de eritrocitos y plasma de ganado vacuno
y porcino. Al estimar la influencia del anticoagulante se concluye que EDTA y
heparina son los anticoagulantes idoneos para posteriores estudios de dichos en-
zimas. Se establece en 37°C y pH 8,0, la temperatura y pH 6ptimos de medida
de actividad “in vitro™ del enzima acetilcolinesterasa. A pH acidos se observa un
descenso brusco de la actividad enzimatica, haciendose nula a pH préximo a 5,0.

SUMMARY

Using the pH-stat system, a volumetric-potenciometric technique, the choli-
nesterases activities of erythrocytes and serum from cattle and pig were studied.
The analysis of different anticoagulants effect reveals that EDTA and heparin are
the preferred anticoagulants for belong studies of those enzymes. A 37°C tempe-
rature and pH=8,0 are the optimal values for “in vitro” acetylcholinesterase acti-
vity measurement. At acidic pH a strong decrease of the enzyme activity is detec-
ted. The activity value is zero when the pH is about 5,0.

INTRODUCCION

El uso en las tiltimas décadas de los plaguicidas organofosforados para combatir
plagas agricolas, en la industria alimenticia, de medicamentos y cosméticos e inclu-
so e higiene humana y veterinaria, esta llegando a nuestros dias a ser excesivo. No
hay duda de que el empleo de estos productos redundan en gran medida en bene-
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ficio de nuestra sociedad;sin embargo, hay que tener en cuenta que son, en térmi-
nos generales, uno de los factores principales contaminantes del medio ambiente,
con el riesgo que ello supone para la salud del hombre (1).

El mecanismo de accién de estos plaguicidas se lleva a cabo a través de la inhi-
bicion del enzima colinesterasa, por fosforilacion irreversible y, por tanto, bloqueo
de los receptores para el neurotransmisor acetilcolina (2,3). De este modo se pro-
duce una “intoxicacion enddgena de acetilcolina™, que da lugar a una serie de
efectos graves con sintomatologia poco especifica (4).

Numerosos autores han sugerido que la determinacion de los niveles del enzima
colinesterasa, es el procedimiento mas exacto para detectar una intoxicacion por
estos compuestos (5,6,7).

En el presente trabajo, hemos estimado la influencia de diferentes anticoagu-
lantes sobre las actividades colinesterasas de suero y eritrocitos de ganado vacuno
y porcino, asi como el efecto de la temperatura y pH de medida de dichas activi-
dades.

MATERIAL Y METODOS

La sangre de ganado vacuno y porcino (plasma y eritrocitos) se recoge sobre di-
ferentes anticoagulantes (heparina sédica, 10 1) g/ml; oxalato potasico, 2 mg/ml:
fluoruro sédico, 2 mg/ml; citrato sodico, 2 mg/ml; VAGR (EDTA-Na,, 8 por
ciento p/v), 0,04 ml/ml y etilendiaminotetracetico sédico y potisico 1 mg/ml);
tras recuento de eritrocitos midiendo el valor hematocrito, se centrifuga a 200 g
durante 5 minutos a fin de separar plasma de eritrocitos. El precipitado de eritro-
citos se lava con solucidn salina 0,9 por ciento, y se deja suspender en un volumen
de solucion salina 0,9 por ciento tal que su cantidad sea de 5 x 10 mm°. Seguida-
mente son hemolizados mediante sonicacion (8).

La actividad enzimatica se determina en pool de 5 animales mediante el sistema
pH-stat (9) en las condiciones descritas en anteriores estudios (10). Como sustrato
utilizamos cloruro de acetilcolina 4,2 mM, para eritrocitos y ioduro de butiril-
colina 8,4 mM, para la determinacion del enzima de plasma.

RESULTADOS

En ambos ganados se detecta una considerable mayor actividad acetilcolines-
terasa que seudocolinesterasa (Tabla I).

De los anticoagulantes ensayados oxalato potasico, fluoruro sédico, citrato so-
dico y VAG producen apreciable inhibicién de la actividad enzimdtica que oscila
entre el 9 y 40 por ciento. El enzima de ganado vacuno se inhibe en mayor grado
por dichos anticoagulantes que el procedente de ganado porcino. Por otra parte,

en ambos ganados se detecta maxima actividad al emplear EDTA o heparina (Ta-
bla I).
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TABLA .- Actividad acetilcolinesterasa {eritrocitos) y butirilcolinesterasa(plasma) de ganado

vacuno y porcino, utilizando diferentes anticoagulantes

Anticoagulantes Actividad enzimdtica
Plasma Eritrocitos
G.vacuno G.porcino G.vacuno G.porcino
a

Heparina 0,40+0,06 0,4510,02 3,19+0,05 2,1540,04
EDTA Sodio 0,39+0,04 0,45+0,03 3,06+0,02 1,9840,03
VAG2 0,3210,03 0,40:0,02 2,76£0,04 1,74+0,01
EDTA Potasio 0,39+0,03 0,4410,02 3,03+0,04 1,87:0,04
Citrato 0,24+0,01 0,41£0,01 2,57+0,02 1,9610,02
Fluoruro 0,23+0,01 0,32+0,01 2,63+0,04 1,38+0,02
Oxalato 0,31+0,02 0,40+0,02 2,80+0,02 1,78+0,07

a: actividad enzimdtica media 4 SD, de 15 ensayos

La temperatura 6ptima de medida para el enzima acetilcolinesterasa de ambos
ganados se cifra en 37°C (Fig. 1). Se aprecia un incremento de la actividad en un
25 y 40 por ciento al elevar la temperatura de 20 a 37°C para ganado vacuno y
porcino respectivamente. El intervalo 6ptimo de pH de medida oscila entre 8,0
y 8,5 para la acetilcolinesterasa de ambas muestras. A valores de pH acidos la ac-
tividad decrece, haciéndose nula a pH 5,0 y a pH alcalinos, superior a 8,5, se de-
tecta una considerable hidrolisis no enzimatica del sustrato cloruro de actilcolina
(Fig. 2).

DISCUSION

Los resultados obtenidos segin el efecto de los anticoagulantes sobre la activi-
dad del enzima colinesterasa, muestra que EDTA y heparina son los anticoagulan-
tes mas idoneos de los ensayados para estudios de actividad de dichos enzimas. Es-
tos anticoagulantes actian de forma diferente sobre ambas colinesterasas, lo cual
podria deberse a la conjuncion de dos hechos. Por una parte, EDTA produce una
cierta inhibicién enzimdtica indirecta (11) por su accién quelante sobre el i6n
calcio, cation divalente con efecto activador de la colinesterasa (12); y por otra
dicho anticoagulante parece activar, mediante un mecanismo atin desconocido, la
colinesterasa de plasma (13); asi hemos detectado valores enzimdticos menores
en suero (resultados no tabulados) que en plasma (EDTA), ambos procedentes de
la misma fuente enzimatica.

Los resultados del efecto de la temperatura y pH en los intervalos ensayados,
sobre la actividad acetilcolinesterasa (Fig. 1 y 2), muestran que la variacion de la
temperatura de medida influye en menor grado que el pH sobre dicha actividad.



190

Fig.

(& mol. gubst. hldrol. min'mt7)

ARS PHARMACEUTICA

[ .
H
e
E
°
o q - -0
-t o-~gg= S - =0
=3 P T - - - - __A—
. i - ERET e
% o7
o V4
5 7
v ¢
BT
X
- =0
I 1 ) uf D—~-D-"’q"'_‘:|] 1

20 25 30 3837 W 45 s9 s5 g0 oc T2

1.— Variacidn de la actividad acetilcolinesterasa con la temperatura. Ganado vacuno (—);
Ganado porcino (—); Actividad enzimatica total (0); Actividad enzimatica real (e);
Actividad debida a hidrdlisis no enzimatica (@). Se considera como actividad enzi-
matica real, la total menos la de hidrdlisis no enzimdtica. Cada valor enzimaético re-
presenta la media aritmética de 10 ensayos.
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. 2.— Variacidn de la actividad acetilcolinesterasa con el pH. Ganado vacuno (—); Ganado

porcino (--); Actividad enzimadtica total (0); Actividad enzimdtica real (e); Actividad
debida a hidrdlisis no enzimatica (g3). Se considera como actividad enzimatica real,
la total menos la de hidrdlisis no enzimatica. Cada valor enzimatico representa la
media aritmética de 10 ensayos.



ARS PHARMACEUTICA 191

El intervalo de pH 6ptimo, comprendido entre 8,0 y 8,5 es relativamente pe-

queiio y similar al detectado por otros autores (14) para el enzima de diferentes
vertebrados. A valores de pH mas alcalinos, incluso pH 8,5, se aprecia hidrélisis
alcalina (no enzimadtica) del sustrato acetilcolina. La clara inhibicion de la acetil-
colinesterasa a pH 4cido, tanto mas intensa cuanto mads bajo sea éste y que llega a
hacerse nula a pH 5,0 6 5,5 para ganado vacuno y porcino respectivamente, podria
deberse a impedimentos estéricos y/o electrostéticos al ataque del enzima al ni-
trégeno de la molécula de acetilcolinesterasa.
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