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RESUMEN

Los autores adecuan el método de Ellman et al (1961) pa
ra efectuar el dosaje de la actividad colinesterésica‘en
sangre total de bovinos. Comunican que la dilucién pre
via al 10% de la sangre anticcagulada con heparina en
agua destilada fud la ideal ya que permitid asegu-
rar la lisis total de los eritrocitos ein la interfe-
"rencia de la hemoglobina likerada. Los valores normales
para la especie bovina fué determinada sobre 50 ani
males de ambos sexos vy diferentes edades, arrojando va
lores de 2452 <+ 378 m U/mi. Asimismo se determind /
que casi la totalidad de esta actividad reside en leos /
eritrocitos la que establece una directa correlacidn con
los pardmetros de 1la serie roja : Hematocrito, Hemoglo-
bina y nmero de gldbulcs Rojos. Se encontrarorn diferen-
cias seglin el sexn y la edad, ya que en los machos adul/
tos la actividad enzimdtica fué superior a la de las hem
bras adultas y terneros de ambos sex7s. La medicacidn /
por un organofosforado a dosis terapéutica y tdxica per
mitid evaluar el comportamiente de la colinesterasa fren
te a un inhibidor de este tipo. Constatfse que en la /
~dosificacidn téxica la depresidn de la actividad san- /
guinea de la enzima fué mds precoz y de mayor magnitud, a
la vez que mds tardia la recuperacién del valor con res /
pecto a la dosis terapdutica. También se pudo observar /
en la especie bovina, la escasa respuesta de la colines
terasa pldsmatica, frente a la droga ensayada en ambas /
dosificaciones, por la escasa magnitud alcanzada por la /
inhibicidn. Esto permite estimar que el dosaje de la /
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colinesterasa en sangre total es la mis idénea para deter
minar el contacto:con este tipo-.deé drogas en el ganado va
cuno.

INTODUCCION :

Dentro de las estearasas que hidrolizan los ésteres de la colina tenemos de dos
tipos: a) Acetilcolinesterasa: conocida también comc colinesterasa “"especifica”
“verdadera", "eritrocitaria" o del tipo 1 y b) Colinesterasa & colinesterasa "i
nespecifica™ , “"piasmitica", "scudocolinesterasa" , "butirilcolinesterasa" & del
tipo 2. La prime“a ge encuentra presente en los eritrocitos aunque también en
el s lstema nerv1oso, timo, corazdén, pulmén, y bazo y adrenales. Aln no ha sido
el todb ‘dilucidado gue furcién llevaria a cabc en les gldbulos rojos (4-22), pe
ro a nivel de las terminales nerviosas y placas mioneurales se hjace necesaria
oara la destruccidn de la acetilcolina liberada durante la tran-.misidn, para que
pueda llevarse a cabc el impulso siguiente. Muestra una mayor actividad frente
o los Esteres acetilos catflizando también las transcetilaciones pero hidroltean
1z butirilcolina a solo 1-2% de la velocidad con que 1o hace sobre la acetilcoli
na {22). La segunda enzima se encuentra principalmente en el plasma sanguineo y
en menor importancia en higado, pancreas, gléndulés salivales, tiroides y ftero;
e

estra preferencia por sustrates qile asemejan a. la.butirilcolina a la que hidro
iizan a una velocidad dcs veces mayor réspecto a la acetilcolina (16).

»

ta importancia del dosaje de esta enzima reside en sp utilidad en la identifica
cidn de trastornos orginicts asi como también al contacto y/o intoxicacién con
drcgas inhibidoras de uso muy frecuente ep:el control de insectos y otras plagas.
cfecto, su. actividad dizminuye en cié*téo enfermedades del higado (11-15-20-
72-29), distcmatoesis beovina (1), de snutrlc;on e infecciones crénicas (10), por lo
gue representa una herramicenta valiosa en el didgnostico qllnlco. No menos im-
cortante es la medicidn de su actividad sanguinea para poner en evidencia si se
h= tomado contactc ‘con drogas del tipo de los organosfoforados y carbamatos que
quitan un idn hidrdxilc @ nivel de la serina en el giélo activo provocando una
disminucién de la actividad enzimdtica (4-5-7-8-11-14-15-23-30-22-33). También
se ha demostrado una accidn anticclinesterésié& en el closantel(19) y en ciertos
amonios cuaternarios y fenotiazinas(4). Los organofosferados.provocan una inhibi
~idn irreversible por lo que la "ecupgrac1on de la ‘actividad enzimdtica solo se
ileva a cabo por nueva gintesis a no ser que sc actlie lo suficientemente rapido
en la administracidn de drogas del tipo de las oximas que aceleran- la hidrdlisis
Je la enzima fosforilada. En cambio los carbanatos provocan 1nh1b1c1on reversi-
ble pues lo hacen de una unién débil y menos estab;e; esta particularidad hace
gue se requiera un procesamicento ré&pido de la muestra para. evitar que se libere
cnzima ectiva pues le puede restar valor diignostico 3. 1a prueba (28). Aunque las
proporciones de ambes celinesterasas varian en las especies démesticas, para el
bovino se estima gue el 90% de la colinesterasa sanguinea se encuentra unida a
17 membrana de los gldbules rojos siendo en consecuencia su actividad proporcic-
al al vclimen corpuscular (4). En cambio] la seudocolinesterasa recupera mas ra
plda@ente su actividad y es cinco veces menos sepsible a la accidn de los inhibiA
Cores (4-15). Algunos auvtores scstienen que solo cuande la actividad queda redu
cida al 25% del valor original se puede hablar de una exposicidn excesiva. del a-’
sente (4-15), en tanto cue otros condicionan el grado dec inhibicidn directamente‘
con la potencia del predosto (11)
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Rrespecto a los valores normales de colinesterasa pl&smatica para la especie bovi
na algunos autores dan valores cn el orden de las 3000mU/mt {1C-18-23) en tanto
que otrostan solo de 280 mU/m1(7). Uno de nosotros (5) -encontrd valores similar
res a la de estos Gltimes (200a 400 mU/m1) destacindose una mayor actividad en
-los terneros respecto a los animales adultos. Esta fluctuacidn fisioldégica fué
corroborada por otros autores (6-27) a la que se sumaron diferencias relaciona-
das al sexo y estado genital.

En este mismo trabajo(5), en rumiantes no se pudo diferenciar entre ua contacto
terapéutico de una intoxicacidn con fosforados orginicos, debido a la baja con-
ce .tracién sérica de la enzima hizo que la magnitud de la depresidn sufrida fue
ra similar en ambos casos. Es mds, hubo animales con dosificacidn terapéutica
con valores cercanos a los fisiSlogicos lo que dificultd la interpretacidn de

1la prueba. Esta circunstancia motivd que se buscara dosar la colinesterasa eri
trocitaria, que por tener un valor mis elevado que la plasmitica sirviera para
una mejor evaluacidn frente a los: inhibidores.As{ se ha encontradc con métodcs
analiticos basados en medir el cambioc de pH como consecuencia de la hidrSlisis
de la acetilcolina. Los més antiguos, eomo el m&todo de Michel, 1949(26) se bas
san en que un cambio intenso de pH ‘indica actividad normal de la enzima y la fal
ta de dicho cambio supone una inhibicién total de la misma. Hoy se cuenta con
métodos r8pidos y totalmente automatizados pero requieren equipos costosos y- 80
‘fisticados que deja fuera del aleance de un laboratorio de rutina en Medicina Ve
terinaria.

Ante esta circunstancia y orientados en el sentido de gue la actividad sangui-
nea de la enzima se debe casi exclusimmente.a la contenida en los glébulos rojos

se establecieron los siguientes obje¥ivos:

1.~ Buscar adecuar el método de Ellman et a1(1961) para el dosaje fotocolorimé-

trico de colinesterasa en sangre total, técnica al alcance de cualquier laborato

rio de bioguing= clfnica en condiciones standars. '

2.~ Determinar un valor medio para la especie bovina a efectos de poder contar

con un parfmetro de referenciz para su aplicacidn en el diagndsticc clinico, es_

tableciendo fluctuaciones fisioldgicas,s$ las hubiere.

3.- Establecer si existen cambios de actividad de la enzima ante la dosififacidn

terapéutica y tdxica de un organofosforado para ver la pogibilidiad de diferen-

ciarlas por la magnitud de la depresidn.

'MATERIAL Y METODOS:

Para la bisqueda de valores normaiesmse utilizaron 50 beovinos media sangre ce-

b, de distinto sexo y edad, a los que se les extrajo una muestra Gnica de san
gre. Los lotes medicados se formaron de la siguiente manera: Lote dosis terapéu
tica: 6 animales media sangre cebi.de ambos, sexos de 1,5 a 2 afios de edad . Fue
ron dosificados por via intramuscular con Triclorfon (*) al 50% a dois de 15mg/
kg de peso. Previamente y a los 5 minutos~, 1 hora,24 horas, ira. y 2da. semana
posts tratamiento se obtuvieron muestras - sangre. Iote dosis tdxica integrado
con 3 animales de similares caracterfsticas del lote anterior, a los que se su
ministré en inyeccibnintramuscular, Triclorfon al 50% a la dcsis de 45 mg/kg de
peso, teniendo como base la dosis tdxica determinada por otros autores (24), de
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30 a 60 mg/kg de peso para este drganofcsforado. La extraccidn de sangre se e-
fectud previo, 5 minutos, 1,2 y 3 horas, 1,2 y 3 dfas, 1,2 y 3 semana s post-in
toxicacién. En todos los cascs la sangre se extrajc de la vena yugular, sin y_
con anticoagulante, usando para este prcp8sito la heparina a dosis de 0,2 mg/m1
de sangre y con los animales previamente descansados. Se evitd el uso de EDTA
Ya que en ensayos previos se observd una disminucidn sobre la actividad acetil-
colinesterdsica, sobre todo el adicionado con fluoruros. Todos los animales de
los lotes tratados recibieron la misma alimentacién en base a forraje verde y ra
cidn balanceada, con agua a discrecidn. -

El control clinico se llevd a cabc mediante las técnicas semioldgicas convencio
nales.

Los andlisis efectuados sobre las muestras de sangre fueron: Hematdcrito:método
del tubo capilar con centrifugado de 5 minutos a 1200 rpm. Hemoglobina: técnica
de la cianmetahemoglobina, lectura a 546 nm.Ref,:Van Campen E.T. & W.G.Zijlstra,
clin.chim.Acta 6-1961.

Recuento de eritrocitos: por el método de la cdmara de Neubauer. Acetilcolines
terasa: segln la técnica cinética Ae Ellman, 1961(12) con sustrato de acetiltio
colina que por accidén de la enzima se desdobla en acetato y tiocolina en medio
tamponado con fosfato 50 nM pH 7,2 y a 25°C de temperatura de reaccién. Luego
la tiocolina liberada reacciona con el dcido ditiodinitrobenzoico dando &cido tio
nitrobenzoico cuya intensidad de color a 405 nm. es proporcional a la actividad

de la enzima. El dosaje sérico se realid segiin la técnica en tanto que para san
gre total se procedid de la siguiente manera: se tomé sangre anticoagulada con
heparina y agua destilada de pH 6,8 en distintas proporciones, a los efectos de
encontrar la dilucidn que asegurase la hemSlisis total de las cé&lulas rojas, sin
interferencia del color propic de la hemoglobina. Una vez determinada la activi
dad enzim8tica de cada muestra se calculé la actividad final multipliclndola por
el factor de dilucién introducido . También se controld 1la hidr6lisis no enzi
nitica de la acetiltiocclina reemplazandc la muestra biol8gica por agua destila
da, asf como también un control de calidad a través de un suero patrdn comercial
(Precilip R) para asegurar la optimizacidn del ensayo.

Las valoraciones fotocolorimétricas se efectuaron en espectrofotfmetro digital
Perkin Elmer-Coleman 55B,equipado con microcubeta. Los valores obtenidos fue-
on procesados segiin la media aritmética y sus correspondientes desvios standard.
*) Neguvon (R) inyectable al 50%.

RESULTADOS:

Lac distintas diluciones, preparadas a partir de sangre total en agua destilkada
» los efectos de asegurar la lisis total de lcs eritrocitos, la dilucidn al 10%
resultd serla Sptima por la reproductibilidad de los valores obtenidos.

La blisqueda de pard@metros normales arrojaron valores que figuran en la Tablal.

De la misma merece especial mencidn el hecho que los machos adultos tuvieron u-
na +tasa de colinesterasa sanguinea superior al restc de los animales para valores
da hematocrito, hemoglobina ye eritrocitos semejantes; lss cifras obtenidas en
terneros de ambos sexos fueron similares a la de las hembras adultas. También

s comprobd que la mayor parte de la actividaed enzimitica de la sangre reside en
ios eritrocitos (92%), obtenida por diferencia entre la total y la plasmitica ¥o
aque llevaria a considerar gue el valor en sangre total se debe casi exclusivamen
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de hematocrito, hemoglobina y eritrocitos semejantes; las cifras obtenidas en ter
neros de ambos sexos fueron swilares a las de las hembras adultas. También se ccm
probé que la mayor parte de la actividad enzimitica de la sangre reside en los eri
trocitos (92%), obtenida por diferencia entre la total y la plasmitia lo que lle
varfa a considerar que el valor en sangre total se debe casi exclusivamente a la
contenida en los gldéhbulos rojos.

En la Tabla2 se evidencia la correlacién directa entre valores de hamdtocrito, he
globina y eritrocitos respecto al incremento de actividad de la enzima, conforme
al aumento de aquellos.

En la Tabla3 se determina la evolucién de ciertos pardmetros sanguineos en los lo
tes de animales tratados con el organofosforado a dosis terapéutica y tdxica. Pa-
ra el primer caso obsérvase que la serie roja no presentd cambio de consideracidn
en tanto que ambas colinesterasas sufrieron un decremento en su actividad, regis-
trandose su méxima expresidn hacia la primer hora post-medicacidn, para luego re-
cuperarse paulatinamente hacia la segunda semana. En cambio en los bovinos into
xicados, la serie roja de la sangrefluctud escasamente a lo largo de todo el ensa
yo con predominio de los valores pmr debajo de.lo normal . Las actividades de am
bas colinesterasas en este lote si . bien estuvieron deprimidas, lo fueron en for
ma mds diferente. Los valores alcanzados por la seudocolinesterasas fueron simila
res a los animales tratados condowie terapéuticas en tanto que la actividad enzi
mitica en sangre total decayd en forma m8s significativa. Esto se observa mejor
en la Figura 1 donde se aprecia con claridad lo ocurridc para las diferentes dosis
destacéndose que en el lote intoxicado esta cafda de la actividad enzimitica fue
mis rdpida y pronunciada (a los 5 minutos el 48% de la actividad original) asi co
mo también tuvo mayor demora en recuperar el valor fisiBlogico respecto a los ani
males terapéuticamente tratados. También se observa que la evolucidn sufrida por
la colinesterasa plasmdtica fuésimilar en los dos lotes y que debido a la escasa
magnitud alcanzada por la depresién,tampoco permite marcar diferencias de compor
tamientos para ambas dosificacicnes

Del control clinico efectuado a los animales tratados con Triclorfon cabe mencio
nar que el lote sufrié un incremento de la temperatura corporal y de la- actividad
cardfaca en la primera y segunda hora de medicados , a la vez que se obsarvaban
contracciones musculares localizados especialmente en la regidn del encuentroy
espalda. En los animales terapduticamente tratados no se presentd sintomatologia
alguna, excepto en un animal que acusd un cuadro similar al lote que recibid dosi
ficacidn tdéxica.

DISCUSION:

Los valores encontrados para la colinesterasa inespecifica hacen que se discrepe
con los obtenidos con algunos autcres (10-18-23) mientras coinciden con otros (5-
6-7). En cuantc a la actividad enzim&tica en sangre total los resultados varian
de los informados por Kolb(23) y Erasmus et al (13) , ya que dan para esta especie
valores mis elevados. Es posible que los comunicados por Erasmus se deban a que
cifras obtenidas a 37°C de temperatura de reaccidén. Asi mismo merece destacarse
que en los machos adultos se obtuvieron los valores mds elevados y que la activi
dad en sangre total tal como lo sostienen algunos (4), es directamente proporcio
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nal al volUmen corpuscular, determinacién en este caso extensivo de hemoglobina
y numero de eritrocitos. Asi nismo la enzima presente en los gldbulos rojos fue -
superior al 90%, tal como habia sido estimado previamente (4). Con respecto a la
depresidn de la actividad experimentada, como consecuencia del tratamiento con un
inhibidor del tipo & los organofnsfrvados, coincidese con los comunicados por o
tros grupos de trabajo (5-7-8~14-30-32-33), pero no se pudo constatar aumentos. de
nematocrito yhemoglobina en les bovinos intoxicados con un insecticida semejante
al utilizado (7), que lleva a pensar que en los animales de esta prueba estuvo au
sente la deshidratacidén. No obstante, lo ocurrido en el presente ensayo es simi--
Lar al de otros (7-15), en el sentido que la colinesterasa eritrocitaria es mas -
sensible al Triclorfon, haciendo que la depresidn registrada a nivel: de sangre -
total sea mayor y mds répida respecto a la plasmatica. También se comprobd que -
3sta Ultima recupera su actividad en menor tiempo, tan como opinaban Buck et al
(4) . Sin erbargo se disiente con este autor ya que no es necesario gue la activi-
dad deba reducirse al 25% de lo normal para considerar estar frente a una exposi-
cidn excesiva del agente inhibidor, dado gquz este porcentaje es muy inferior al -
obtenicdo en la tasa de colinesterasa sanguinea del lote intoxicado en el ensayo.
Por otro lado, se demostrd la escasa utilidad brindada por el grado de depresidén
¢e la colinesterasa 1nespec1fica, para detectar una simple exposicidn a esta dro-
aa y menos para diferenciarla de una intoxicacidn. En este sentido, el comporta--
xiento de ia eritrocitaria fue de mayor utilidad, teniendo en cuenta que préctiqg
wente toda la actividad sanguinea evaluada en este ensayo dependid de &sta.

CONCLUSION:

Los resultados obtenidos en la presente cxperiencia permiten arribar a las siguien
tes conclusiones:

* La dilucidn de la mmestra de sangres al 10% en agua destilada fue la optima para
21 dosaje de colinesterasa en saayre wotal para el m&odo analitico ensayado.

* £1 valor fisioldgico encontrado en sangre bovina fue de 2452 #,378 mU/ml y que:
.2.92,77% de esta actividad reside en los eritrocitos. Esta particularidad deter-
mina una correlacidén directa con los pardmetros de la serie roja (Hematocrito), -
nemnglobina y namero de eritrocitos). vesticase también que se encontraron valo-
res mds elevados ©n los machos adultos. '

La Eepre idn de la colinesterasa en sangre total bovina. fue.significativa para
a27bas dosiiicaciones (Terapéutica y Tdxica) del organofosforado ensayado; en tan-
“2 gue la respuesta de la plasmatica fue menor. Por esta razén se propone la medi
=i{n de la actividad en sangre total como la mas indicada para evidenciar la pre

.ancia de un inhibidor de las caracteristicas al utilizado.

-
1
=

1 bloqueo médximo de la actividad enzimdtica en sangre se registrd en la dosis
t8xica en cue a los 5 minutos descendid al 48% de la inicial, en tanto que en el

tratamiento terapéutico llegd al 62% reciér a la primer hora de medicado, recupe-
rando mas precozmente el valor fisioldgico,
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SORIDECIITIENTOS ¢

-1

21 5r. Victcrine Trrres v oartesancs dc la Carrcrs de irove a 1o investicacién en

SRR

CONICET, poft su esmerc en cl cuidade de¢ los animaloes on ¢l campus del CODRIVIER,

CHOLIMESTER™SE “CTIVITY Il ZOVINT 'HOLFE BLOOD, MNOPMAL I
LUES nUD CHONGES PRODUCED VITH THE “DVMINISTRATION CF TN
ORGANOPHOSPHORCQUS COMPOUND.,

The authcrs pted the methed of Tllmon et al (12/1) o

determine the chelincsterasc activity in hovine whelc /

blocd éstablishing that = rrevicus 172 diluticn of the he
- 1

rarirized blaod in distilled water was ideal, inscrmuch /
that tctal lvsis was chtaincd with ne irtcerference Trom

likerated hncmoolsobin. Mormal valuces were determined in /
50 cattle of differcnt soxcs and ~oce at T452- 278 nr/r1.

Slrest 211 this cctivitw was in the orvtreocvtes, havine =

dircct corrclation with: the rod cell sori “aerntocrit,

Heeroolchin and number of crvtrocytcs. Diffcrences were

[¢]

found in relaticn te sex and ace, with hicer enzvmatic as

tivity in adult bhulls when cornored with cows and calves /
of the sare sex.

an organorhosphorous drug given at therapcutical and texic
levels permitcd cvaluetion ¢f the chelincsterzse sctivity
when ccnfronted with an inhibiter of this tvnce., 70 toxic /
levels *the decreasc cof the blocé activitv ofF this onmvmc
was earlicr ;of longef duraticn ana the return te nocrral /
vrlues was slcwer, when cornared with the therapcutical di
sine. In cattlc the scorce reacticn of ~lasmatic cholines
terase, on administraticn of the OP, was also determincd.

The ceonclisicn iz rcached that in catilc the determinnticn
of cholincsterase activitv in whele bleed is the best indd
cater for establishine centact with this tvre of texic drucs.
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