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Valoracion de la actividad colinesterasica plasmatica en la
vigilancia epidemiologica de poblacion expuesta a pesticidas

Por Paviotti, Fabidn Daniel’*, Guglielmone, Ricardo?

RESUMEN

El uso masivo de pesticidas ha propiciado la contaminacién permanente del ambiente con
efectos nocivos sobre la salud humana y el ecosistema regional. Entre los pesticidas
empleados se encuentran herbicidas, insecticidas, fungicidas y nematicidas. Muchos de ellos
son compuestos érgano-fosforados y carbamatos que presentan actividad inhibitoria de la
actividad de colinesterasas (plasmatica, sinaptica y eritrocitaria). Dentro de los marcadores
de exposicién, los productos de biotransformacion en sangre son dificiles de determinar
debido a que se hidrolizan rdpidamente y la medicion de productos en orina tiene
limitaciones y su analisis aislado no evalta la magnitud de la exposiciéon. Por ello, la
actividad colinesterdsica plasmatica se ha constituido en la principal prueba de laboratorio
para la vigilancia de la poblaciéon expuesta.

En el presente trabajo se compararon los valores basales de actividad de colinesterasa
plasmatica en poblacién urbana y rural de la localidad de Cerrito (Entre Rios). Los resultados
arrojaron diferencias significativas, con valores de actividad colinesterasica plasmatica en la
poblacién rural menores a los registrados en la poblacién urbana tanto de varones como de
mujeres.

Debido a la marcada individualidad biolégica de la enzima colinesterasa, se determinaron
los porcentajes de inhibicion que resultaron significativos, compatibles con la exposicién a
pesticidas inhibidores de colinesterasas (Delta Check). Se calcularon intervalos de
referencia propios para la enzima con el fin de poder observar una adecuada vigilancia
epidemiolégica.

PALABRAS CLAVE: pesticidas* inhibicion* actividad colinesterdsica* Delta Check*
intervalos de referencia.

Abstract

The massive use of pesticides has promoted the permanent pollution of the environment
with noxious effects not only on human health but also on the whole regional ecosystem. Among
the numerous pesticides in use we find herbicides, insecticides, fungicides and nematicides. Most
of which are organ-phosphorous compounds and carbonates that present an inhibiting activity
of the cholinesterase (Plasma, synaptic and eritrocitaria). Within the exposition markers, the
products of biodegradation in blood are difficult to determine due to their quick hydrolysis and
the measurement of products in urine has limitations and an isolated analysis does not evaluate
the magnitude of the exposition. That is why an effect indicator like the cholinesterase activity
has become the main laboratory proof for the surveillance of the exposed population.
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In this work, baseline values of plasmatic activity were compared in an urban and rural
population of Cerrito, Entre Rios. The result of the determinations gave significant differences
with values of plasmatic cholinesterase activity in rural areas lower than the registered in an

urban population of men and women.

Owing to the marked individuality of the cholinesterase enzyme the percentage of inhibition
were determined as significant and very significant compatible with the exposition to pesticides

inhibiting the cholinesterase (Delta Check).

Beside, intervals of reference were calculated in particular for the enzyme so as to be able to

observe an adequate epidemiologic surveillance.

Key words: pesticides* inhibition*cholinesterase activity*delta check® intervals of reference.

INTRODUCCION

El gran desarrollo agricola en nuestro pais
trajo consigo la utilizacion de productos
agroquimicos que han posibilitado

aumentar notablemente la produccién
agricola, asi como también controlar o
erradicar vectores de enfermedades. No

obstante el uso masivo de estos compuestos
ha propiciado la contaminacién permanente
del ambiente con efectos nocivos no solo
sobre la salud humana sino también en todo
el ecosistema regional. (1)

Entre los numerosos pesticidas utilizados
se encuentran herbicidas, insecticidas,
fungicidas y nematicidas. Muchos de ellos
son compuestos organo-fosforados y
carbamatos que presentan una actividad
inhibitoria de la actividad de colinesterasas
(plasmatica, sindptica y eritrocitaria). (2)

El indicador biolégico de exposicién
humana comprende cualquier sustancia o
subproducto de biotransformacién, asi
como cualquier alteracion bioquimica
precoz, cuya determinaciéon en los fluidos
biolégicos, tejidos o aire exhalado, evalle la
intensidad de la exposiciéon al agente
quimico contaminante ambiental u
ocupacional. Para el caso de los pesticidas
inhibidores de colinesterasa (PICs) los
productos de biotransformacién en sangre
son dificiles de determinar debido a que se
hidrolizan rédpidamente. La medicion de
productos en orina tiene limitaciones y su
andlisis aislado no evalia la magnitud de la
exposicién. Dentro de los indicadores de
“efecto” hasta ahora los méas importantes
corresponden a la actividad colinesterasica
y a la esterasa neurotoxica.

Las colinesterasas de vertebrados se
clasifican dependiendo de sus
caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas en
dos grupos principales, que son codificadas
por dos genes distintos: (a) la colinesterasa
verdadera o acetilcolinesterasa (AChE,
acetilcolina hidrolasa, acetilcolina
acetilhidrolasa), que hidroliza a la
acetilcolina mucho més rapido que a otros
ésteres de colina y es mucho menos activa
sobre butirilcolina vy (b) la colinesterasa

plasmatica o) sérica (ChE),
pseudocolinesterasa o butirilcolinesterasa
(BChE, acilcolina acilhidrolasa), que

hidroliza a la butirilcolina, pero también a la
acetilcolina. (3,4,5).

La AChE es una enzima esencial con un
alto grado de especificidad en cuanto al
sustrato. Estd presente unida a estructuras
celulares en las regiones de las sinapsis
colinérgicas, la sustancia gris del sistema
nervioso central, los ganglios autonémicos,
las sinapsis simpaticas pre y post ganglionar

y las terminaciones motoras de los
musculos, asi como en las sinapsis
postganglionar parasimpdticas y los

eritrocitos. Esta enzima tiene la funcidn
fisiologica de desdoblar rdapidamente la
acetilcolina neurotransmisora en colina vy
acido acético y, de esta manera inactivarla.
En tanto, las ChE plasmaticas forman un
grupo de isoenzimas, son menos especificas
y estdn presentes en todo el organismo. Las
ChE plasmaticas difieren en la especificidad
por los sustratos, pH &ptimo, movilidad
electroforética y cinética. Una de sus
funciones farmacoldgicas es desdoblar
ciertos farmacos como la procaina, la




Secretaria de
Ciencia y Tecnologia

Bitacoradigital

succinilcolina y el acido acetilsalicilico, asi
como participar en la detoxificaciéon de
fosfatos y carbamatos. (6)

La medicién de la actividad
colinesterdsica se ha constituido en la
principal prueba de laboratorio para la
vigilancia de la poblacién expuesta.

Tanto la ChE plasmatica como la
colinesterasa intraeritrocitaria (AChE) son
enzimas caracterizadas por sus grandes
fluctuaciones interindividuales, reflejadas
en los amplios rangos de referencia
habitualmente aceptados.(7)

Hay dos situaciones que alteran los
valores de la ChE plasmadtica. Una de ellas es
de origen genético y la otra es por
exposicién a sustancias téxicas o
medicamentosas. En este ultimo caso, la
actividad de la enzima se ve inhibida, ya sea
por exposicion a téxicos ambientales o por
la administracion de alguna medicaciéon que
disminuye o inhibe la actividad de la
colinesterasa. (8,9,5,7)

Desde el punto de vista toxicolégico,
como estas enzimas se alteran por multiples
causas, es de gran interés clinico vy
epidemiolégico contar con intervalos de
referencia especificos para distintos tipos
de poblacién, debido a los escasos datos en
la bibliografia. (2)

Es por ello, que es necesario una correcta
interpretaciéon clinica y bioquimica de los
resultados que aportan las determinaciones
de colinesterasas. Fundamentalmente en los
casos de intoxicaciones agudas por
compuestos organofosforados, donde por lo
general no se dispone de valores previos del
paciente.

Después de la reaccion con los
inhibidores reversibles (carbamatos), la
actividad inicial de las colinesterasas se
recupera en unas pocas horas. Sin embargo
con bloqueadores irreversibles
(alquilfosfatos) la actividad esterasica se
recupera fundamentalmente después de
producirse una nueva sintesis de las
enzimas (en un periodo de varias semanas).

(2)

La determinaciéon de la actividad de ChE
plasmatica es util para la deteccién
temprana de los efectos agudos de |la
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intoxicacién por compuestos
organofosforados, mientras que la
determinacién de la actividad de AChE es
util para evaluar exposicién créonica o
pasada. (7)

Conocer la poblacién expuesta a los
plaguicidas posibilita orientar la prevencién

y fomentar medidas de precauciéon en los
grupos de mayor riesgo. (2)
Contar con intervalos de referencia

propios de poblaciones urbanas y rurales
posibilitara establecer mecanismos de
vigilancia epidemioldgica y establecer un
monitoreo continuo de individuos
expuestos en mayor o menor medida en
forma continua a la accién de pesticidas,
permitiendo de esta manera junto con
valores histéricos del paciente establecer no
solo limites biolégicos de tolerancia sino
también la variacién (Delta Chek) que el
metabolito puede sufrir; para asi poder
predecir cuadros que cursan con cambios
normales de esta enzima que pueden
corresponderse a casos de intoxicaciéon con
pesticidas. (10,2,8,9). En este contexto, el
objetivo del presente trabajo estuvo
dirigido a (1) realizar la verificacién del
sistema analitico para la determinacién de
actividad de colinesterasa plasmatica; (2)
comparar los valores basales de
colinesterasa en poblaciéon urbana y rural de
la localidad de Cerrito, provincia de Entre
Rios; (3) Determinar los intervalos de
referencia para actividad de ChE plasmatica
en una poblacién expuesta a la accién de
pesticidas; (4) Cdlcular las variaciones
intraindividuales en los valores de actividad
de la colinesterasa plasmatica (delta check).

ANALISIS METODOLOGICO

En general, los reactivos comerciales para
la determinacion de analitos no ofrecen
detalles sobre los sistemas analiticos
utilizados para la medicién de los mismos.
Tampoco informan las caracteristicas de la
poblacion elegida para la determinacién de
los intervalos de referencia.

Estas situaciones ponen de manifiesto la
necesidad de establecer intervalos de
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referencia propios, los cuales también son
sugeridos por los fabricantes de reactivos.

La guia C28-A2 en su cap. 8 propone cémo
establecer de intervalos de referencia. (11)

Las personas seleccionadas deben ser
representativas de la poblaciéon sugerida (en
este caso rural y urbana) y deben ademds
cumplir con los «criterios de inclusion
sugeridos por la guia y definidos en el
estudio en particular.

Para establecer “intervalos de referencia
propios” se evaluaron el sistema analitico
utilizado y las caracteristicas bioldgicas de
las poblaciones estudiadas.

La guia establece los diferentes pasos para
la determinacién final de intervalos de
referencia, procedimiento que se respetd en
el presente trabajo.

MATERIALES Y METODOS

1- Verificacion del sistema analitico
para la determinacion de actividad
de Colinesterasa plasmatica.

Se siguieron los pasos establecidos por la
Guia EP 15A2 para el célculo de Imprecision
y Veracidad. (12).

Se utilizaron calibradores Cfas, Preci control
ClinChem 1 y Preci control ClinChem 2
trazables de la marca Roche.

Se utilizaron reactivos para la
determinaciéon de ChE marca Biosystem

Se utiliz6 para el procesamiento un
analizador automdtico Mindray BS 120.

2- Diseno de la muestra.

2a- Criterios de inclusion de individuos.

Se siguieron los criterios establecidos por
la guia C28-A2 en su seccién 5. -Participaron
sujetos de la localidad de Cerrito, zona
urbana y rural, que cumplieron con los
criterios establecidos especificamente
conforme al cuestionario de inclusién
propuesto para la seleccién.

Se obtuvo de cada sujeto el
consentimiento informado escrito donde
figura claramente la informacion de su
participacion en el presente estudio.

Se clasificé la muestra por sexo (hombre o
mujer) y procedencia geogréfica (urbana o

FCQ @ Universidad
Facultad de Naciqnal
Ciencias Quimicas de Cordoba
4
rural) y situaciones fisiolégicas

(embarazadas). Posteriormente se analizé la
conveniencia de particionar las muestras.

2b- Tipo de seleccién y tiempo

Se realizd una seleccién directa (a priori):
los individuos fueron seleccionados de una
poblacion utilizando los «criterios de
seleccion acordados al mismo tiempo que se
tomaron las muestras de sangre.

La seleccién, recoleccién y procesamiento
de las muestras se realizaron en el
transcurso del afno 2014 y 2015.

2c- Determinacion de Valores basales e
Intervalos de Referencia propios de
actividad de colinesterasa plasmatica.

Se aplicé un disefio similar tanto para la
determinacién de valores basales de
actividad de ChE plasméatica como para el
establecimiento de Intervalos de referencia,
siguiendo los pasos establecidos en la guia
C28-A2.

3- Método de determinacion de
actividad de colinesterasa
plasmatica e instrumentos.

La determinacion se fundamenté en el
método de la butirilcolina, siguiendo las
especificaciones del fabricante (Biosystem).
Brevemente, la ChE plasmética presente en
la muestra de suero del individuo reacciona
con el sustrato presente en el reactivo, que
en este caso corresponde a butirilcolina,
que es hidrolizada a tiocolina. Esta tiocolina
reduce otro reactivo incluido en la
determinacion, el hexacianoferrato Il en
hexacianoferrato Il. Este proceso es
monitorizado mediante espectrofotometria
a 400 nm y 37 °C. Esta reacciéon presenta

ventajas como su automatizacién, ser
independiente del operador y de las
variables fisiolégicas del paciente. Los

resultados de la actividad de ChE fueron
expresados en U/L (Unidades por Litro).

4- Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizdé el
programa estadistico Med Calc.
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RESULTADOS

Se procedié a la Verificacion de
Imprecision y Célculo de Veracidad (CV) del
método:

En lo que se refiere a imprecisién se obtuvo
para:

Nivel 1 CV 0,7 % (vs) CV1% del fabricante
Nivel 2 CV 0,6 % (vs) CV 0,6 % del fabricante
(13)

En lo que se refiere a veracidad se logro:
Nivel 1 Bias 3,5 % (el fabricante no aportaba

datos)

Nivel 2 Bias 4,4% (el fabricante no
aportaba datos)

(Se encuentran las tablas de valores a

disposicion).

Se realiz6 el muestreo conforme a lo
establecido en el disefo logrdandose un total
de 191 muestras clasificadas de la siguiente
manera:

Hombres procedentes zona urbana: 70;

Mujeres procedentes zona urbana: 96;
Hombres procedentes zona rural: 12;
Mujeres procedentes zona rural: 11;

Embarazadas: 13.

Para la comparacién de valores se
confeccionaron tablas clasificadas en:
Valores de ChE Mujeres zona urbana,
Valores de ChE Hombres zona urbana,
Valores de ChE Mujeres zona rural, Valores
de ChE Hombres zona rural y Valores de ChE
Mujeres embarazadas.

Analizados con programa estadistico Med
Calc, los diferentes grupos arrojaron los
siguientes datos como se observa en la
Tablaly Figura 1.

FCQ
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Variab | n | Media | D.E. Min | Max

le

Hombr |7 | 9431. 1773. 525 [ 1372

. 0 |30 03 0 1

Z.Urba

n

Hombr |1 | 7229. 2222. 101 | 9055
Z.|2 |08 51 7

Rural

Ciencias Quimicas de Coérdoba
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Mujer 9 | 7943. 1699. 362 | 1200
Z. 6 |92 21 9 7
Urban
a
Mujer 1 6336. 1728. 224 | 8424
Z. 1 00 30 4
Rural
Embar. | 1 5572. 1117. 292 | 6884
3 |15 87 8
Tabla 1. Resumen estadistico de niveles

de actividad de ChE plasmatica (U/L) en
poblaciones urbana y rural de hombres y
mujeres y actividad de ChE plasmatica en
embarazadas: n, media, desviacion
estandar, valores minimos y maximos.

Distribuc. de valores de CHE
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Fig. 1. Valores de actividad de CHE
plasmatica en hombres y mujeres de
poblacion urbana y rural y embarazadas.

Realizacion de test t para muestras
independientes.

Comparacion de valores de actividad de ChE
plasmatica (U/L) entre:

A-Hombres zona urbana y Hombres zona

rural. P=0,0003
B- Mujeres zona urbana y Mujeres zona
rural. P=0,0037

C- Hombres y Mujeres zona urbana. P<
0,0001

D- Hombres y Mujeres zona rural. P= 0,294
E- Mujeres zona urbana y embarazadas. P<
0,0001
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En las Figuras 3-6, se puede observar los
Test “t” para muestras independientes
realizados entre las diferentes poblaciones.

Test "t" para muestras independientes
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Fig. 2. Test t para muestras
independientes de actividad de ChE
plasmatica (U/L) entre Hombres zona

urbana vs. Hombres zona rural.

Test "t" para muestras independientes
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Fig. 3. Test t para muestras
independientes de actividad de ChE
plasmatica (U/L) entre Mujeres zona
urbana vs. Mujeres zona rural.

Test "t" para muestras independientes
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Fig. 4. Test T para muestras
independientes de actividad de Che
plasmatica (U/L) entre Hombres zona
urbana vs. Mujeres zona urbana.

Test "t" para muestras independientes
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Fig. 5. Test t para muestras
independientes de actividad de Che
plasmatica (U/L) entre Hombres zona
rural y Mujeres zona rural.

Test "t" para muestras independientes
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Fig. 6. Test t para muestras

independientes de actividad de Che
plasmatica (U/L) entre Mujeres zona
urbana y poblacién de embarazadas.

La determinacion de |Intervalos de
Referencia para la actividad de ChE
plasmética se realizé en poblacién urbana
(Mujeres zona urbana y Hombres zona
urbana) por contar con la cantidad de
muestras suficientes.

Se procedié también a realizar los calculos
correspondientes para establecer la
conveniencia de particionar las muestras
por sexo. Las operaciones efectuadas
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arrojaron un Z calculado de 5,3 frente a un Z
critico de 2,4. Al resultar Z calculado mayor
a Z critico se procedié a particionar las
muestras por sexo. (14,11)

En tanto, el intervalo de referencia de
actividad de ChE plasmatica (95%) para
Mujer zona Urbana fue 4613 a 11274 U/Ly
de 5956 a 12906 U/L para Hombres zona
Urbana (Método basado en distribucidon
normal).

El indice de individualidad biolégica esta
dado por la relacién entre la variablidad
biolégica intraindividual e interindividual.
Los valores son obtenidos de las tablas de
Variabilidad Biolégica. Para la ChE
plasmatica los datos son:

Individualidad biolégica de ChE
plasmatica CVi/ CVw = 0,34. (15).
Esto lo convierte en un analito con marcada
individualidad bioldgica.

En referencia al calculo del cambio en el
valor de referencia (RCV), para el mismo se
utilizé la ecuacidn:

RCV = 22 x Z x (CVA% + CVI?)'?

siendo:

RCV cambio en el valor de referencia
(usado como Delta Check).

CV A Coeficiente de variacién analitico

cv | Coeficiente de variaciéon intra
individuo (de tablas de Variabilidad
Bioldgica)

Z = 1,96 Cambio significativo (95%)

Z = 2,58 Cambio altamente significativo
(99%).

Teniendo en cuenta un CV analitico de 0,7 %
y un CV intraindividuo de 6,1 (para
Variabilidad Bioldgica deseable) el célculo
arrojo el siguiente resultado:

RCV = 17 % para un cambio significativo
(95%).
RCV = 22,4 %para un cambio altamente

significativo (99%). (13)
DISCUSION Y CONCLUSIONES

El andlisis estadistico de los valores de
actividad de ChE plasmdatica obtenidos
arroj6  diferencias segun los grupos
considerados. Si bien el tamano de la

FCQ

Facultad de
Ciencias Quimicas

Universidad
Nacional

de Cérdoba
7

muestra (n) para cada grupo han sido
diferentes, del analisis multiple se observo
una clara diferencia en los valores medios
de ChE, dados por medias aritméticas o
medianas. El grupo que arrojé los mayores
valores fue el de Hombres urbanos, seguido
por el de Mujeres urbanas, Hombres rurales,
Mujeres rurales y Embarazadas, que por su
estado  fisiolégico  mostraron  valores
notablemente menores de actividad de ChE
plasmatica.

Se registraron diferencias
entre los siguientes grupos:

significativas

a- Hombres urbanos vs. Mujeres
urbanas presentando los varones una
media aritmética y mediana por
encima del valor de las mujeres.

b- Hombres urbanos vs. Hombres
rurales, presentando  diferencias
significativas entre las medias de
ambos grupos arrojando valores de
actividad de ChE plasmatica en
Hombres urbanos mayores a los de
residencia rural.

c- Mujeres urbanas vs. Mujeres rurales,
presentando diferencias
significativas entre las medias de
ambos grupos y arrojando valores de
actividad de ChE plasmatica en
Mujeres urbanas mayores a las de
residencia rural.

Existen diferencias, pero no significativas
entre Hombres rurales vs. Mujeres rurales

Como la actividad de ChE plasmatica es un
“marcador de efecto”, los valores basales
mostraron un grado de inhibicion de los
valores observados en zona rural respecto a
los de zona urbana. Uno de los factores que
se ha estudiado a lo largo de estos anos es
precisamente la inhibicion por parte de los
PICs (3).

Con respecto a la conveniencia del uso
de intervalos de referencia debemos tener
en cuenta que es necesario establecer
intervalos de referencia que contemplen los
sistemas analiticos usados en particular, asi
como también los diferentes grupos
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poblacionales estudiados fijando valores o
intervalos adecuados. En este caso en
particular se fijaron intervalos de referencia
respetando las guias recomendadas para tal
efecto, verificando las condiciones
analiticas utilizadas para la determinacidn
de actividad de ChE plasmdtica.

Si bien la ChE plasmatica es un analito con
marcada individualidad biolégica, es
importante contar con limites referenciales
que permitan  observar alteraciones en
aquellos casos en los que no disponemos de
valores basales. (intoxicaciones agudas o
colinesterasas de estructura atipica).

Resulta conveniente la utilizaciéon del RCV,
utilizado en este caso como Delta Check. El
caculo del mismo permitié concluir que
para nuestro sistema analitico, cambios en
los valores basales de actividad de ChE
plasmética del orden del 17 % son
“significativos” para el paciente y a su vez,
alteraciones en el orden del 22,4 % son
cambios “altamente significativos”.

De los resultados también se concluye que
seria necesario y muy beneficioso conocer
como dato epidemiolégico los valores
basales de la actividad de ChE plasmatica
para un eficaz seguimiento de la salud de la
poblacion.
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