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RESUMEN

En el presente trabajo se pretende estudiar la estabilidad de la actividad colinesterasa en muestras de
sangre entera de diferentes especies animales, y determinar aquellas condiciones de almacenamiento que
permitan conservar la actividad de la enzima durante el mayor tiempo posible. Muestras de sangre entera de
las especies canina, equina y ovina fueron almacenadas, sin diluir o diluidas al 1:50 en agua destilada, a tres
temperaturas diferentes: 25°, 4° y —20° C. La actividad colinesterasa se determind el dia de obtencion de las
muestras y después de 1 dia, 3 dias, 1 semana, 2 semanas, 1 mes, 3 meses y 6 meses de almacenamiento,
utilizando una adaptacion del método de Ellman para el espectrofotometro automatico Coulter Profile Analy-
zer. Simultaneamente, muestras de sangre entera canina fueron congeladas y descongeladas una vez al dia
durante cinco dias seguidos, con el fin de evaluar su efecto sobre la colinesterasa. La maxima estabilidad de la
colinesterasa se observo al conservar la sangre a —20° C en el caso de las especies canina y ovina, y a 4° C en
la especie equina. La dilucién de las muestras provocé una rapida pérdida de actividad si el almacenamiento se
producia a 25° 6 4° C; a —20° C la diluciéon de la sangre proporcion6é mayor estabilidad en la especie ovina,
menor en la equina, y similar a la sangre no diluida en la especie canina. Las sucesivas congelaciones y
descongelaciones de las muestras de sangre no afectaron de forma significativa a la actividad de la enzima.
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ABSTRACT

In this work, study of cholinesterase stability in whole blood samples from different animal species and
determination of storage conditions that allow maximum enzyme conservation is pretended. Canine, equine
and ovine whole blood samples were stored at 25°, 4° and —20° C with and without previous dilution in
distilled water at 1:50 dilution degree. Cholinesterase activity was monitored at the same day of samples
collection and 1 day, 3 days, 1 week, 2 weeks, | month, 3 months and 6 months of storage, using the adapted
Ellman method for an automated spectrophotometer (Coulter Profile Analyzer). Simultaneously, canine whole
blood samples were frozen and thawed once a day during five consecutive days, in order to evaluate the effect
on cholinesterase activity. Maximum cholinesterase stability was observed when whole blood was stored at
—20° C in canine and ovine samples, and at 4° C in equine samples. Rapid lose of cholinesterase activity was
observed at 25° and 4° C in diluted blood; whereas dilution yielded higher stability in ovine, lesser in equine,
and similar to non-diluited samples in canine blood. Successive whole blood freezing and thawing did not
significantly affect enzyme activity.

Key words: stability, cholinesterase, blood, storage

INTRODUCCION

Las colinesterasas son enzimas que se eng-
loban dentro de la subclase B de las esterasas, y
que se encargan de catalizar la hidrélisis de los
ésteres de la colina (Silver 1974). En los mami-
feros, existen fundamentalmente dos enzimas
con actividad colinesterasa: (a) acetilcolineste-
rasa o colinesterasa verdadera (AChE, EC
3.1.1.7), presente en el tejido nervioso y en la
membrana eritrocitaria, que tiene por funcion
hidrolizar al neurotransmisor acetilcolina (ACh)
en las sinapsis colinérgicas, una vez se ha trans-
mitido el impulso nervioso; (b) butirilcolineste-
rasa o pseudocolinesterasa (BChE, EC 3.1.1.8),
que se encuentra en el plasma y en una gran
variedad de tejidos, y cuya funcion organica es
desconocida (Wills 1972).

Aunque la colinesterasa puede ser analizada
en un gran nimero de tejidos organicos, su de-
terminacion en sangre entera ha demostrado pre-
sentar una serie de ventajas, como son la facili-
dad en obtencion y manejo de las muestras, la
posibilidad de analizar AChE y BChE en la
misma muestra sin necesidad de separar plasma
y eritrocitos, la utilizacion de un volumen redu-
cido de muestra, y la falta de interferencia de la
hemolisis en los analisis espectrofotométricos
(Tecles et al. 2000).

La principal utilidad clinica de la determina-
cion de colinesterasa consiste en detectar la ex-
posicion de los animales a insecticidas organo-
fosforados y carbamatos. Estos insecticidas se
utilizan de manera rutinaria en agricultura para
el control de plagas, o sobre los animales do-
mésticos para la eliminacion de ectoparasitos.
Su mecanismo de accion se basa en la capaci-
dad de inhibir a la colinesterasa, uniéndose al
centro activo de la enzima de forma reversible
(carbamatos) o irreversible (organofosforados)
(Silver 1974). De este modo, la deteccion de
valores disminuidos de la colinesterasa es un
biomarcador basico y fiable para llegar al diag-
noéstico de exposicion a organofosforados y car-
bamatos (Harlin y Ross 1990).

La estabilidad de la actividad colinesterasa
en muestras de sangre es un aspecto preanaliti-
co muy importante, ya que desde que las mues-
tras son obtenidas hasta que llegan al laborato-
rio para su analisis puede transcurrir un periodo
de tiempo de duracion variable. Este retraso en-
tre la recogida de la muestra y su procesamiento
resulta problematico, sobre todo si la muestra es
recogida a nivel de campo (Jones 1985). Por lo
tanto, la temperatura y condiciones de almace-
namiento de la sangre son aspectos fundamen-
tales que se deben tener en cuenta. La refrigera-
cion o congelacion de las muestras pueden mi-
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nimizar el proceso de pérdida de actividad, pero
no previenen cambios en la actividad de la enzi-
ma tras largos periodos de almacenamiento (Fair-
brother et al. 1991). Por estos motivos, el pro-
poésito de este trabajo consiste en estudiar dife-
rentes condiciones de almacenamiento de las
muestras de sangre, con el fin de determinar
aquellas que permitan mantener la actividad co-
linesterasa durante el mayor tiempo posible. Con
este fin, se comprobara la estabilidad de la coli-
nesterasa en sangre de tres especies (canina,
equina y ovina) a tres temperaturas diferentes
(25°, 4° y —20° C), el efecto de la dilucion de la
sangre previa a su almacenamiento, y las posi-
bles alteraciones de la actividad enzimatica des-
pués de realizar varias congelaciones y descon-
gelaciones de forma sucesiva.

MATERIAL Y METODOS

Reactivos. El cromoforo empleado fue el
acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB, Sig-
ma Chemical Co, St Louis, USA) a una concen-
tracion final de 0,08x10-* M. La disolucion tam-
poén-cromoforo se prepard utilizando tampon
fosfato 0,1 M y pH 7,5 como diluyente.

Los sustratos empleados fueron: acetiltioco-
lina iodada (ATCI, Sigma Chemical Co, St Lo-
uis, USA), butiriltiocolina iodada (BTCI, Sig-
ma Chemical Co, St Louis, USA) y propionil-
tiocolina iodada (PTCI, Sigma Chemical Co, St
Louis, USA). La concentracion final de cada
sustrato en el medio de reaccion fue de 1x10°
M. Las disoluciones de los diferentes sustratos
se prepararon utilizando agua destilada como
diluyente.

Obtencion y preparacion de las muestras.
La sangre se obtuvo a partir de 10 animales
adultos de tres especies: canina (raza Braco ale-
man), equina (mestizos de raza Espafiola) y ovi-
na (raza Segurefia). Los animales estaban sanos
y libres de exposicion a compuestos organofos-
forados o carbamatos. La toma de muestras se
realizd por puncion de la vena cefélica en los
individuos de la especie canina, y en la yugular

en las especies equina y ovina, empleandose
heparina como anticoagulante. La sangre de los
diferentes individuos de cada especie fue mez-
clada, de modo que se obtuvieron mezclas ho-
mogeneizadas de sangre entera, una para cada
especie. Estos homogeneizados de sangre fue-
ron separados en alicuotas de 1 ml, con las que
se formaron tres grupos, de modo que cada gru-
po fue almacenado a una temperatura diferente:
25°,4°y -20° C.

Simultaneamente, a partir de cada mezcla de
sangre se prepar6 una dilucion al 1:50, utilizan-
do agua destilada como diluyente. Las dilucio-
nes de sangre obtenidas fueron almacenadas en
tres grupos compuestos por alicuotas de 1 ml,
utilizando una temperatura diferente para cada
grupo: 25° 4°y -20° C.

La actividad colinesterasa se determind en
cada mezcla de sangre entera el mismo dia de
su obtencion (dia 0). Los analisis se repitieron
en las muestras conservadas después de 1 dia, 3
dias, 1 semana, 2 semanas, 1 mes, 3 meses y 6
meses de almacenamiento, utilizando en cada
ocasion 5 alicuotas nuevas de cada grupo alma-
cenadas desde el dia cero. Antes de su analisis,
las muestras de sangre que no habian sido pre-
viamente diluidas se diluyeron con agua destila-
da, utilizando un grado de dilucién 1:50, si-
guiendo las recomendaciones de Cerén et al.
(1999).

Efecto de congelacion y descongelacion
sucesiva de las muestras de sangre. A partir
de la mezcla de sangre de perro heparinizada, se
prepararon tres grupos compuestos por cinco
alicuotas de sangre entera diluidas en agua des-
tilada al 1:50, y otros tres grupos de cinco ali-
cuotas de sangre entera sin diluir. La actividad
colinesterasa se determind en cada uno de los
grupos. Posteriormente, las alicuotas fueron con-
geladas a una temperatura de —20° C. Una vez al
dia, durante cinco dias seguidos, las muestras
fueron descongeladas utilizando tres temperatu-
ras de descongelacion diferentes: 60°, 25°y 4° C
(por cada temperatura se descongelaron un gru-
po de sangre entera diluida y otro grupo sin
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diluir). La actividad colinesterasa fue determi-
nada después de cada descongelacion.

Determinacion de colinesterasa. Los ana-
lisis se realizaron mediante una adaptacion del
método de Ellman (Ellman et al. 1961) descrita
por Cerdn et al. (1996) para el espectrofotome-
tro automatico Coulter Profile Analyzer (Coul-
ter Scientific, Margency, Francia).

Siguiendo las recomendaciones de Tecles y
Ceron (2001), como sustratos de la enzima se
utilizaron ATCI y BTCI en las muestras de la
especie canina; ATCI, BTCI y PTCI en las mues-
tras de la especie equina; y ATCI para los ana-
lisis realizados en sangre de oveja.

La actividad colinesterasa se expresd como
los micromoles de sustrato hidrolizados/ml de
sangre/min, y fue calculada de la siguiente ma-
nera:

Actividad final = A, /min x 0,808 X dilucion inicial

Donde:

* A, /min es el incremento de absorbancia a

405 nm de longitud de onda por minuto.

* El factor de conversion 0,808 es igual a

(1000/13600 x 1) x (275/25), donde: 1000

es un factor de conversion de pumol/ml a

umol/ml, 13600 M'em™ es el coeficiente de

extincion molar del acido 5-tio-2-nitroben-
zoico (producto de reaccion entre el DTNB

y los ésteres de la colina) a 405 nm de longi-

tud de onda, 1 es la longitud de la cubeta de

reaccion en cm, 'y 275/25 es la dilucién en la
cubeta.

Se calcularon dos blancos: el primero cons-
tituido por sustrato y cromoforo, con el fin de
monitorizar la hidrélisis no enzimatica del sus-
trato, y el segundo por croméforo y muestra,
para evaluar la reaccion entre el cromoforo y el
glutation (actividad no enzimatica). La activi-
dad colinesterasa fue corregida tras la sustrac-
cion de ambos blancos.

Estudio estadistico. El analisis estadistico
de los resultados se llevo a cabo con un analisis
de varianza de un factor (ANOVA). Los valores

medios obtenidos se compararon mediante un
analisis de rango multiple. El nivel de significa-
cion empleado fue de 0,05. Todos los célculos
se realizaron con el programa informatico Stat-
graphics (Statistical Graphics Corp, Rockville,
MD, USA).

RESULTADOS

Estabilidad de la actividad colinesterasa en
sangre conservada a diferentes temperaturas

Estabilidad de la colinesterasa en sangre de
perro. Los resultados obtenidos durante el ensa-
yo con sangre de perro aparecen en la Figura 1.
Las muestras de sangre diluidas, cuando se con-
servaron a 25° C permanecieron 3 dias sin cam-
bios estadisticamente significativos al ser anali-
zadas con BTCI, mientras que con ATCI se
observaron cambios significativos a las 24 ho-
ras de almacenamiento. A 4° C, no aparecieron
oscilaciones significativas de actividad durante
2 semanas con BTCI, mientras que con ATCI
se observaron a las 24 horas. La actividad coli-
nesterasa de las muestras conservadas a —20° C
no present6 cambios significativos durante un
mes.

En las muestras de sangre no diluidas, la
actividad colinesterasa se mantuvo sin oscila-
ciones estadisticamente significativas durante
dos semanas a 25° C; después de un mes a esta
temperatura, las muestras no pudieron volver a
ser analizadas debido a que coagularon. A 4° C,
la actividad colinesterasa permanecid sin cam-
bios significativos durante 2 semanas, y las
muestras coagularon a los tres meses de su al-
macenamiento. En las muestras conservadas a
—20° C, la actividad colinesterasa no presento
cambios significativos después de un mes al
analizarse con ATCI, y 3 meses al utilizar BTCI
como sustrato.

Estabilidad de la colinesterasa en sangre de
caballo. Los resultados obtenidos durante el
ensayo con sangre de caballo aparecen en la
Figura 2. La actividad colinesterasa de las mues-
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Ficura 1. Estabilidad de la actividad colinesterasa (en mol/ml/min) en sangre entera de la especie
canina bajo diferentes condiciones de almacenamiento: A) actividad colinesterasa con el sustrato
acetiltiocolina iodada; B) actividad colinesterasa con el sustrato butiriltiocolina iodada.
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Ficura 2. Estabilidad de la actividad colinesterasa (en imol/ml/min) en sangre entera de la especie
equina bajo diferentes condiciones de almacenamiento: A) actividad colinesterasa con el sustrato
acetiltiocolina iodada; B) actividad colinesterasa con el sustrato butiriltiocolina iodada; C) activi-
dad colinesterasa con el sustrato propioniltiocolina iodada.
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tras de sangre diluidas presento diferencias es-
tadisticamente significativas (p<0.001) después
de 24 horas de almacenamiento a 25° C. En las
muestras conservadas a 4° C no aparecieron os-
cilaciones significativas durante una semana. En
las muestras congeladas, no se observaron dife-
rencias significativas durante 1 semana al utili-
zar ATCI como sustrato, 1 mes con BTCI y 2
semanas con PTCI.

La actividad colinesterasa de las muestras
no diluidas permanecid sin cambios estadistica-
mente significativos durante 2 semanas de al-
macenamiento a 25° C. Después de un mes, las
muestras coagularon y no pudieron volver a ser
analizadas. A 4° C, las muestras fueron analiza-
das durante 6 meses sin que se observasen cam-
bios significativos en la actividad de la enzima.
A —20° C, la colinesterasa no mostrd oscilacio-
nes significativas durante 2 semanas al utilizar
los sustratos ATCI y PTCI, mientras que si apa-
recieron a las 24 horas con BTCI.

Estabilidad de la colinesterasa en sangre de
oveja. Los resultados obtenidos durante el ensa-
yo con sangre de oveja aparecen en la Figura 3.
Las muestras diluidas mantuvieron su actividad
colinesterasa sin cambios estadisticamente signi-
ficativos durante 1 semana a 4° C y 6 meses a —
20° C, y las muestras no diluidas durante 3 dias a
25°C, 1 semana a 4° C y 2 semanas a —20° C.

Efecto de sucesivas congelaciones y descon-
gelaciones de muestras de sangre entera

Los resultados de este ensayo aparecen re-
flejados en la Figura 4. No se apreciaron cam-
bios estadisticamente significativos en la activi-
dad colinesterasa después de 5 congelaciones y
descongelaciones sucesivas de muestras de san-
gre entera de perro diluidas y sin diluir, aunque
la descongelacion se realizase a 60°, 25° 0 4° C.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este ensayo pu-
sieron de manifiesto diferencias en la capacidad

de conservacion de la colinesterasa en sangre
entera dependiendo de las condiciones de alma-
cenamiento empleadas.

A temperatura ambiente (25° C), la activi-
dad colinesterasa permanecio estable durante 2
semanas en la sangre de perro y de caballo, y
solo 3 dias en la sangre ovina. Asi, estas condi-
ciones podrian utilizarse para un almacenamiento
a corto plazo de la sangre canina y equina. No
obstante, el riesgo de coagulacion de la sangre
es muy elevado, por lo que no se recomienda la
conservacion de la sangre a temperatura am-
biente durante periodos muy prolongados.

En refrigeracion (4° C), la estabilidad de la
colinesterasa canina no sobrepaso las dos sema-
nas de almacenamiento. La colinesterasa de la
especie equina permanecio estable durante un
minimo de 6 meses, presentando una oscilacion
maxima de un 11,2% durante el periodo de du-
racion del ensayo. Estos resultados contradicen
estudios anteriores, que describieron un rapido
descenso de la actividad colinesterasa en mues-
tras de sangre equina sometidas a similares con-
diciones (Plumlee et al. 1994). En la especie
ovina, la colinesterasa unicamente permanecio
estable durante una semana. En base a estos
datos, la refrigeracion de sangre entera seria un
buen método de conservacion a largo plazo en
el caso de la especie equina. Sin embargo, en
las especies canina y ovina la refrigeracion po-
dria ser adecuada para un almacenamiento a
corto plazo, como en el transporte de las mues-
tras al laboratorio, de acuerdo con los resulta-
dos descritos por Witter et al. (1963).

En congelacion (-20° C), la colinesterasa
canina permanecio estable durante un mes con
una oscilacion de un 9,1%, alcanzando hasta un
28% a los seis meses. En la especie equina,
aunque el estudio estadistico reveld cambios sig-
nificativos, la variacion maxima detectada fue
de un 10,6% en los seis meses de duracion de
este trabajo, similar a la observada en refrigera-
cion. Y en la especie ovina, las muestras conge-
ladas presentaron una variacidon maxima de un
14,1% en los seis meses de duracion del estu-
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FiGura 3. Estabilidad de la actividad colinesterasa (en pmol/ml/min) en sangre entera de la especie
ovina bajo diferentes condiciones de almacenamiento. Se utilizo el sustrato acetiltiocolina iodada.
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Ficura 4. Estabilidad de la actividad colinesterasa (en Umol/ml/min) en sangre entera de la
especie canina, diluida y no diluida, después de cinco congelaciones y descongelaciones (a 60°, 25°
v 4° C) sucesivas: A) actividad colinesterasa con el sustrato acetiltiocolina iodada; B) actividad
colinesterasa con el sustrato butiriltiocolina iodada.
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dio, resultando una mayor estabilidad que la
indicada por Jones (1985). Dado lo anterior-
mente expuesto, la congelacion resultaria como
un método de conservacion de la colinesterasa
en sangre entera mas adecuado a largo plazo
que la refrigeracion en la especie ovina, mien-
tras que en la especie canina solo permitiria una
estabilidad de un mes, y en la especie equina
proporcionaria similar estabilidad que la refri-
geracion. En un estudio realizado por Halbrook
et al. (1992) con sangre bovina, se encontrd
mayor estabilidad si el almacenamiento tenia
lugar a 4° C que a —20° C. Estos autores llega-
ron a la conclusion de que los cambios observa-
dos en la colinesterasa de la sangre congelada
se debian a oscilaciones de la temperatura que
se producen en los aparatos congeladores. De
este modo, seria recomendable realizar estudios
mas exhaustivos para determinar el posible efec-
to que la congelacion puede provocar sobre la
integridad de las proteinas.

La dilucién de la sangre provocd una rapi-
da pérdida de actividad en las muestras de to-
das las especies conservadas a 4° 0 25° C. Este
fenémeno no se observod de forma clara cuan-
do el almacenamiento tuvo lugar a —20° C,
encontrandose diferencias entre especies a esta
temperatura: a) en la especie canina las mues-
tras diluidas permanecieron sin cambios signi-
ficativos durante un mes con una variacion de
un 9,4%, alcanzando un 23% a los seis meses,
por lo que su estabilidad resulto similar a la de
la sangre no diluida; b) en la especie equina
los resultados de estabilidad de la colinestera-
sa fueron mas variables (se observaron cam-
bios significativos después de dos semanas al
analizar las muestras con ATCI y PTCI, y a las
24 horas con BTCI), y la oscilaciéon maxima
encontrada durante los seis meses de duracion
del ensayo fue de un 21,7% (aproximadamente
el doble que para la sangre no diluida); ¢) en la
sangre ovina no se detectaron cambios signifi-
cativos durante seis meses, apareciendo una
oscilacion maxima de un 10,5% durante ese
tiempo, por lo que se obtuvo mayor estabilidad

que con sangre no diluida. En un estudio reali-
zado por Meuling et al. (1992) se aprecid una
mayor estabilidad de la colinesterasa en sangre
entera de la especie humana si las muestras
eran diluidas antes de su congelacion, hecho
que en nuestro estudio inicamente se ha obser-
vado en la sangre ovina.

Las cinco congelaciones y descongelaciones
sucesivas de las muestras de sangre canina, di-
luidas o no diluidas, no afectaron significativa-
mente a la actividad colinesterasa. En las mues-
tras diluidas se aprecio una oscilacidon maxima
de un 11,1%, siendo de un 5,9% en las muestras
no diluidas. Aunque no se han hallado estudios
similares realizados en sangre entera, Turner et
al. (1984) no encontraron cambios significati-
vos después de cinco congelaciones y descon-
gelaciones sucesivas de muestras de plasma hu-
mano.

Los datos aportados en este trabajo indican
que la congelacion, y en el caso de la especie
equina la refrigeracion, de sangre entera no di-
luida son los métodos de conservacion que per-
miten mantener la actividad colinesterasa du-
rante periodos de tiempo mas prolongados. Fi-
nalmente, se ha demostrado que pueden reali-
zarse sucesivas congelaciones y descongelacio-
nes de las muestras de sangre, dado que la acti-
vidad de la enzima no se ve significativamente
afectada por estos procesos.
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