Colinesterasas séricas

POR
CECILIO [, VIDAL MORENO

Departamento faterfacnliativo de Blognimice
Ciencias-Medicina, Murcia

1. DEFINICION Y ESPECIFICIDAD DE LAS COLINESTERASAS

Un elevado numero de ésteres son hidrolizados por enzimas, gené
ricamente denominados esterasas. La definicién y posterior clasifica-
cién de las colinesterasas tuvo su origen en el descubrimiento hecho
por Galehr y Plattner (1927) de la distinta especificidad de sustrato
que poseian las esterasas de sangre completa y de suero. Posterior-
mente, Stedman y Easson (1932) prepararon un enzima de suero de
caballo que se considerd especifico para hidrolizar ésteres de colina y
se encontré que este enzima era capaz de hidrolizar a la butirilcolina
mas rapidamente que a la acetilcolina (fig. 1).
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FiGg. 1. Estructuras de la Acetilcolina (a) y Butirilcolina (b).
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Glick (1938-1941) investigé la especificidad de sustrato del enzima
de suero humano y comprobé que la actividad aumentaba a medida
que progresaba la longitud de la cadena acilo, en la direccién C.— C,,
para disminuir cuando la longitud de la cadena era mas larga. Vahl-
guist (1935) demostrd también que los colinesteres no eran los tinicos
sustratos hidrolizados por el plasma humano, si bien estos ésteres se
hidrolizaban maés riapidamente que los ésteres no colinicos. Alles y
Hawes (1940) encontraron diferencias fundamentales entre las colines-
terasas de eritrocito y suero: mientras que la colinesterasa de eritro-
cito mostraba inhibicién por,exces6 de sustrato, acetilcolina, la corres-
pondiente de suero no mostraba tal efecto, y ademas, a diferencia del
enzima de eritrocito, €l enzima de suero no era capaz de hidrolizar un
sustrato sintético, acetil-B-metilcolina.

Mendel y Rudney (1943)estudiaron los efectos de inhibidores sobre
ambos tipos de colinesterasas y acufiaron los términos de colinesterasa
real y seudocolinesterasa para los enzimas de eritrocito y suero respec-
tivamente. Aunque la clasificacién de colinesterasas, segin la especi-
ficidad de sustrato, se ha conservado hasta nuestros dias (se habla de
acetilcolinesterasa y de buatirilcolinesterasa, para referirse a los enzi-
mas <e eritrocito y suero respectivamente), este criterio resulta clara-
mente impreciso, pues si bien es cierto que el sustrato preferente para
la colinesterasa de suero de caballo, perro y hombre es la butirilcolina,
para el enzima de suero de rata, conejo, pollo y rana lo es la propio-
nilcolina. La cuestién se complica atin mas al estudiar las propiedades
del enzima de suero de elasmobranquios y teledsteos que presenta como
sustrato 6ptimo acetilcolina, pero no sufre inhibicién por exceso de
sustrato. Ante todo esto, Augustinsson (1963) definié las colinesterasas
como «un grupo de esterasas que hidrolizan ésteres de colina a mayor
velocidad que a otros ésteres, cuando las velocidades de hidrolisis se
comparan en condiciones optimas de concentracién de sustrato, pH,
fuerza i6nica, etc..., usando preparaciones libres de otro tipo de este-
rasas. Todas las esterasas que presentan esta espec1f1c1dad se inhiben
por eserina 107 Mo, g :

La Comisiéon de Enzimas de la Unién Internacional de Bioquimica
(IUB), en 1964, acordé recomendar las denominaciones de colinestera-
sa {acilcolina, acilhidrolasa, EC: 3.1.1.8) para los enzimas de suero y
de otros tejidos que hidrolizaran mas rdpidamente butirilcolina o pro-
pionilcolina (o sus tioanidlogos) vy acetilcolinesterasa (acetilcolina, ace-
tilhidrolasa EC: 3.1.1.7) para los enzimas que actuaran mas réapida-
mente sobre la acetilcolina (o_sus tioandlogos). La clasificaciéon de las
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denominadas esterasas fue racionalizada y completada por la Comlslon
de Enzimas, proponiendo las denominaciones de:

A) Carboxilesterasas (EC: 3.1.1.1) para esterasas sensibles a orga-
nofosfatos pero no a eserina 10° M. . -

B) Arilesterasas (EC: 3.1.1.2) para esterasas resistentes a eserina y
organofosfatos y que tienen como sustrato preferente ésteres
aroméaticos. "

C) Acetilesterasas (EC: 3.1.1.6) para esterasas que actuan preferen-
temente sobre ésteres del dcido acético y que no son sensibles
a eserina ni organofosfatos.

Las propiedades generales de ambos tipos de colinesterasas quedan
resumidas en la itabla 1.

TanLa I
PROPIEDADES Y NOMENCLATURA- DE COLINESTERASAS
" Acetilcolinesterasa Colinesterasa
Nombre sistemaitico mAce:tllcc.]ma -acetil thro- Acilcolina-acilhidrolasa
lasa
Niimero de 1a E.C. i 3117 ‘ 3.1.138. o
Sustrato 6ptimo ! Acetilcolina Butiril o propionilcclina
Exceso de sustrato Inhibicién o No inhibicidon
Butiril o benzoilcolina No sustrato . Sustrato
Acetil-f-metilcolina Sustrato No sustrato
pH d4ptimo 7.5-8 85
Inhibicién por BW62c47 Inhibicion fuerte Inhibicién débil
Inhibicién por etopropazina Inhibicién débi] Inhibicién fuerte
Tejidos con alta actividad Organo eléctrico Suero
Eritrocito Péncreas
Tejide nervioso Corazén
Timo Higado

2. CENTRO ACTIVO Y MECANISMO DE ACCION
DE COLINESTERASAS

Las colinesterasas son serin-hidrolasas con ciertas propiedades cata-
liticas parecidas a esterasas y peptidasas. El enzima cataliza la reac-
¢cién que se expresa en la figura 2, :

CH;  CH,
\ + . \ +
. /
CH; A CH;

Fic. 2. Hidrolisis de la acetilcolina por la colinesterasa.
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La cadena peptidica en la regién de esa serina se ha comprobado
que es similar al centro activo de enzimas como quimotripsina y elas-
tasa. La estructura del centro activo de las colinesterasas es muy com-
plementaria con la de la acetilcolina. El sustrato tiene un nitrégeno
cuaternario, cargado positivamente, y un enlace éster. El centro cata-
litico contiene dos sitios activos, denominados centro del éster y centro
anidénico. El centro aniénico orienta la cabeza del amonio cuaternario
del sustrato, y el centro del éster es el responsable del fendmeno hidro-
litico propiamente dicho.

Basandose en estudios sobre las posibles conformaciones de acetil-
colina y N,N,tripropil-butirilcolina, Hopff y colaboradores (1975) pro-
ponen las siguientes estructuras (fig. 3) para los centros aniénicos y
esterasicos (o centros del éster) para las colinesterasas: a) de pez eléc-
trico (EC: 3.1.1.7) y b) de suerc de caballo (EC: 3.1.1.8).

(a)
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Fig. 3

El proceso hidrolitico tiene lugar en dos etapas. El enzima se une
al sustrato para formar el complejo enzima-sustrato, que luego es hi-
drolizado, dando los productos finales, Froede y Wilson (1971) expli-
caron el mecanismo como sigue:

E4+S=®E -S=2E -BisE + P,
1 HO
EP,SE + P,
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Donde & = Sustrato
E.8 = Complejo de Michaelis
E'P; = Complejo de Michaelis

E' = Enzima acetilado
E’P; = Complejo de Michaelis acetato-enzima
P, = Colina

P. = Acetato

Cuando las concentraciones de P, y P. son lo suficientemente pe-
quefias como para no afectar a la cinética, la disociacién de los com-
plejos es rapida v se puede escribir:

k+[ kz Hzo
E+S 5 ES.—E +P—>E+ P
k.

3, INHIBICION DE COLINESTERASAS
a) INHIBIDORES DEL CENTRG ANIGNICO

Dada la estructura del centro activo, Froede y Wilson (1971) repor-
taron que cualquier ion aménico sustituido, especialmente amonio ter-
ciario o cuatermarto, era un inhibidor potencial de las colinesterasas
al unirse al centro aniénico. Por otra parte, se comprobé que la pre-
sencia de largas cadenas hidrocarbonadas o anillos aromdticos incre-
mentaba notablemente la posibilidad de enlace, lo que apoyaba la exis-
tencia de una zona hidrofébica en el centro aniénico. Esta fue la base
de la inhibicién de colinesterasas por fisostigmina y prostigmina {ese-
rina).

CH, CH; , O 0
CHW 0\ //0 l /Cy N
7 SAERNPN i
CH; | N N N

! f 7\
CHa CH3

Prostigmina Fisostigmina
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Otros inhibidores bloquearon irreversiblemente al enzima por su
accién alquilante en o préxima al centro activo. Este fue el caso del
N,N-dimetil-2,cloro-2 feniletilamina.

R. ﬁ——CH_—CI-I_z R,
N+ _
@—CH—CH:—N — N @-——CH-—'CHT—""N
| NN VRN 7|
cl R: CI R, Ry / Enz R;
+ Enz

@ —CH—CH:—Enz
|

N
7\
R R,

b) INHIBIDORES DEL CENTRO DEL ESTER

El conocimiento de la participacién de este centro en el mecanis-
mo catalitico se ha debido en.gran parte al establecimiénto del mode-
lo de inhibicién de organofosfatos (a), carbamatos (b) y sulfonatos (c),
que posteriormente condujeron al desarrollo de potentes imsecticidas
y gases letales.

EtO CH. Q

N N |
P—F . N—C—F . CH—S—F .
A0 ANy |
Et0 O CH; 0 0
(a) B (b) ©

Todos estos inhibidores actiian transfiriendo al hidroxilo de la serina
del centro active un resto fosforilo, carbamilo o sulfonilo. Conviene
sefialar que en los ultimos afios se estan utilizando toneladas de érga-
nofosfatos y carbamatos como insecticidas, lo que ha repercutido no-
tablemente en los niveles de colinesterasa sérica de las poblaciones ru-
rales. ‘

4. FILOGENIA DE COLINESTERASAS

En 1968 Augustinsson observd la estrecha relacién entre carboxiles-
terasas y colinesterasas y dado que ambos tipos de enzimas contienen
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un resto de serina en el centro activo, y debido a sus similaridades en
el mecanismo catalitico y a sus diferentes especificidades de sustrato,
sugirié una interesante teoria por la que ambos tipos de enzimas po-
drian haber evolucionado de un serin-enzima comun. Durante el pro-
ceso evolutive, ambos enzimas sensibles a organofosfatos se separaron
al adquirir las colinesterasas el centro aniénico, lo que capacité a és-
tas para ligarse a sustratos preferentemente cationicos, tales como co-
linésteres. Augustinsson demostré también que las seudocolinesterasas
tipo propionil, de diferentes especies animales, mostraron amplias dis-
crepancias en cuanto a especificidad por colinésteres y sensibilidad
frente a inhibidores. Por el contrario, las butirilcolinesterasas de dife-
rentes especies fueron homogéneas respecto a esas propiedades.

A partir de estos datos, Augustinsson concluyé afirmando que las
diferencias en cuanto al comportamiento de estas colinesterasas se
debian a cambios mutacionales, siendo la butirilcolinesterasa la forma
mas especializada de seudocolinesterasas. Parece probable que los cen-
tros activos de acetil y butirilcolinesterasas sean similares respecto al
centro del éster, aunque bien la propia naturaleza del centro aniénico,
o bien los restos aminoacidicos que rodean a este centro podrian ser
diferentes (fig. 2).

En 1970 Kingsbury, incluso admmo la posibilidad de un desarrollo-
filogenético cemun. para todas las esierasas, a pantir de una esterasa
ancestral comun.

Mas recientemente, Koelle (1977) admltlo que las espec1f1cxdades de
acetil y butirilcolinesterasa podrian obtenerse por alguna modificacién
post-transcripcional, alterdndose la subunidad basica sencilla sin mo-
dificar su participacion en las diferentes interacciones cuaternarias, re-
sultantes de la heterogeneidad macromolecular del enzima. Vigny (1978)
sugirié que esta hipétesis carecia de fundamento al comprobar la
ausencia de reacciones inmunoldgicas cruzadas entre los dos sistemas
enzimaticos y, por lo tanto, consideré la necesidad de la existencia de
dos genes diferentes para la codificacion de acetil y butirilcolinestera-
sa. Sin embargo, se ha podido comprobar la estrecha homologia que
existe en cuanto al nimero y valores de coeficientes de sedimentacién
de las formas maltiples de acetil y butirilcolinesterasa cuando se estu-
dian en un tejido donde ambas formas coexisten (por ejemplo, en los
ganglios del simpdtico). Finalmente, Koelle (1979) insiste en su hipote-
sis y tras descubrir, mediante microscopia electrénica, la ausencia de
butirilcolinesterasa en el reticulo endopldsmico y elementos presinap-
ticos y su presencia en las membranas dendriticas y del pericarion,
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concluye considerande que la butirilcolinesterasa, sintetizada en el re-
ticulo endopldsmico, se convierte en acetilcolinesterasa muy rapida-
mente de manera que es imposible su deteccidn por méiodos histo-
quimicos.

5. DETERMINACION DE ACTIVIDAD COLINESTERASA

Desde que a principios de este siglo se confirmé la participacién de
la acetilcolina en el proceso de la neurotransmisidon, numerosos inves-
tigadores se dedicaron a poner a punto técnicas para establecer la con-
centracion del neurotransmisor en los distintos tejidos neuronales v,
naturalmente, se disefiaron también métodos para medir la actividad
de los enzimas responsables de la sintesis (colinacetiltransferasa) e hi-
drélisis (acetilcolinesterasa) de este colin-éster. Si se tiene en cuenta
que la diferencia fundamental entre acetil y butirilcolinesterasa es su
especificidad de sustrato, resulta obvio que cualquier método es apli-
cable a ambos enzimas, utilizando el sustrato y condiciones apropiadas
para cada uno de ellos. En aquellos tejidos en que ambos enzimas coe-
xistan, siempre serd posible inhibir selectivamente a uno de elios y de-
terminar la actividad del que interese. Augustinsson (1971} realizé una
-revision muy completa de los distintos métodos de determinacion de
colinesterasas, y de ellos destacan, por su empleo generalizado, los si-
guientes:

a) METODOS BASADOS EN LA DETERMINACION DEL ACIDO ACETICO
PRODUCIDO EN LA REACCIGN

Estos métodos caen en dos categorias. En la primera (i) se deja ac-
tuar al enzima sobre el sustrato, en un medio convenientemente tam-
ponado, durante un tiempo suficientemente largo (1-2 horas) para que
exista una variacién apreciable de pH. La variacién del pH (ApH/h)
desde el principio al final del periodo de incubacién proporciona una
medida de la actividad enziméatica (Michel, 1949). Los inconvenientes
de este método son su larga duracién y el efecto que la creciente acidez
del medio tiene sobre la actividad del enzima. Las ventajas son su sim-
plicidad, tanto por el instrumental (pH-metro) como por el grado de
preparacién necesario para interpretar los resultados. Corrigiendo los
resultados mediante tablas la variacién de actividad con el pH del me-
dio, el método se utiliza ampliamente en centros sanitarios como técni-
ca rutinaria para la determinacién de colinesterasa en eritrocitos y
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suero. Un segundo método (ii), mas sofisticado que el anterior, consis-
te en la valoracion continua del acido liberado en la hidrélisis del colin-
éster con una disolucién alcalina estandar, de forma que a lo largo de
todo el tiempo de reaccién el pH se mantiene constante (Wilson, 1954).
Para esta técnica se requiere un instrumental costoso (valorador auto-
matico Radiometer, autobureta automatica y accesorios de valoracién),
¥ si bien se utiliza frecuentemente para trabajos de investigacién dada
su precision y reproducibilidad, no se utiliza como método rutinario.

b) METOPOS ESPECTROFOTOMETRICOS

De entre los que utilizan esta técnica, el mas utilizado es el de
Ellman (1961). Empleando como sustrato acetiltiocolina, se produce
un mercaptano tras la hidrélisis enzimatica, el cual reacciona con el
acido 5,5-ditiobis-nitrobenzoico, desdoblandolo en dos productos, uno
de los cuales, el acido 5-tio-2-nitrobenzoico, absorbe a 412 nm. La reac-
cién que tiene lugar es

+ : . N0 - .
(CHINCH, CH,S COCH; (=) [CH) NCHRCH, S ™+ CHy-C00™ 4 2H

¥ - . ‘
(G Hg)s NCH]_C“zs + Amar].]‘_]_o(q1 2 nm)

Incoloro

Este método se ha aplicado ampliamente en la determinacién de coli-
nesterasa de cualquier tejido y de plasma y es muy adaptable para
andalisis de rutina mediante procedimientos automatizados.

Otro método espectrofotométrico muy utilizado para la determina-
cién de colinesterasa de suero ha sido el registro de la disminucién de
absorbancia a 240 nm de la benzoilcolina, utilizada como sustrato (Ka-
low y Lindsay, 1955). Su aplicacién estd limitada al estudio de butiril-
colinesterasas, pues la benzoilcolina es sustrato especifico de este en-
zima.
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c) METODOS RADIOMETRICOS

Se basan en el empleo de un sustrato marcado (acetil-1-*C-colina o
butiril-1-¥C-colina), de suerte que el acide producido durante la hidréli-
sis enzimdatica puede ser ‘evaluado mediante un contador de radiactivi-
dad (Siakotos, 1969). Estas técnicas son muy caras, y naturalmente muy
sensibles. Se reservan, por lo tanto, para microdeterminaciones de ac-
tividad en casos muy particulares.

6. PROPIEDADES MOLECULARES DE COLINESTERASAS

Las propiedades de colinesterasa de suero de caballo han sido in-
tensamente investigadas por.el equipo de Teng y colaboradores (1976).
Segun estos estudios, el enzima purificado hasta homogeneidad presen-
td un peso molecular para el enzima nativo de 315.000-440.000, segin
el método utilizado para su determinacién. La naturaleza glicoproteica
del enzima (3,2 por 100 de Acido sialico y 17-20 por 100 de carbohidra-
to) probablemente sea la causa de estas discrepancias en la estimacién
del peso molecular. El peso molecular minimo, determinado por elec-
troforesis en gel de poliacrilamida y en presencia de SDS, fue de
77.000-81.000. Se conoce la composicion porcentual de aminocicidos y se
ha comprobado su bajo contenido en cisteina/cistina, histidina y metio-
nina, Manosa, galactosa y N-acetilglucosamina son sus componentes
carbohidrato. A este respecto, ¢l enzima resulté ser similar a otras
glicoproteinas séricas como a-glicoproteina 4cida y transferrina. Pare-
ce que el enzima nativo consiste en cuatro subunidades de pesos mo-
leculares parecidos (~ 80.000). La unidad monomérica activa contiene
dos subunidades y un peso molecular de 144.000. Cuando se usd buti-
rilcolina como sustrato, el valor de Km fue de 290pM y el niimero de
recambio fue 171.000 min™, y utilizando acetiltiocolina Km fue 530 uM
y €l ntimero de recambio 61.020 min™'. Mediante el empleo de electrofo-
resis preparativa y filtracién molecular se purificé 10.000 veces, y a
partir del analisis de los pardametros hidrodinamicos se ha intentado
establecer la forma de la molécula que parece ser un elipsoide prolate
con un radio axial de 13, aunque esta estructura no es definitiva en
vista-de su naturaleza glicoproteica, lo que podria alterar profundamen-
te los resultados de las propiedades hidrodindmicas.

Por lo que se refiere a las propiedades moleculares de la acetilcoli-
nesterasa de tejido neuronal se sabe que el enzima estd, en su mayor
parte, ligado a membrana. Powell y colaboradores (1973} establecieron
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la naturaleza glicoproteica del enzima cuya composicién aminoacidica
es también conocida. :

Segin Vidal (1979), el enzima de cerebro de rata existe en diferen-
tes agregados o formas multiples moleculares de dos monémeros dis-
tintos de pesos moleculares 75.000 y 100.000, y asi se comprobé la exis-
tencia de formas con pesos moleculares de 150.000, 167.000, 200.000,
250.000, 350.000 y 450.000. Parece, sin embargo, probable que el enzima
nativo exista en un estado tetramérico con peso molecular 450.000 y
constituido por un dimero de dimeros (e . f). Utilizando como sustrato
acetilcolina, el enzima nativo, ligado a membrana, mostré un valor de
Km de 80 pM, y muy débil capacidad de hidrélisis de butirilcolina
(2 por 100 de la correspondiente a acetilcolina).

7. SIGNIFICADO FISIOLOGICO DE LAS COLINESTERASAS

Es un hecho perfectamente establecido la participacién de la acetil-
colinesterasa en la hidrélisis de la acetilcolina, después de la interac-
cién neurctransmisor-receptor, colaborando asi en el restablecimien-
to de la situacion inicial de la membrana postsindptica, una vez que se
ha producido un potencial de accién. Dada la importancia de este en-
zima en el ciclo de la acetilcolina es natural que la atencién de nume-
rosos investigadores se haya centrado en el estudio de! enzima proce-
dente de tejido neural (cerebro, musculo, ganglios del simpético, etc.).
Sin embargo, la exacta funcidén fisioloégica de la colinesterasa de suero
no ha sido plenamente establecida. Se sabe que este enzima se sinte-
tiza en el higado (Sawyer, 1947) y que en el hombre tiene una vida
media de unos nueve dias (Jenkins, 1967). No existe informacién sobre
el catabolismo de la colinesterasa sérica. Sin embargo, se han compro-
bado incrementos o descensos del nivel de colinesterasa sérica bajo
determinadas condiciones patoldgicas. Asi, en pacientes urémicos los
niveles de enzima fueron mas bajos que en pacientes normales (Si-
mon, 1969). Segun Zarday (1975), la explicacién podria ser la disminu-
cién de la velocidad de sintesis del enzima en higado, debido a la acu-
mulacién de sustancias itdxicas en pacientes urémicos. Después de he-
modialisis crénica, Ia actividad colinesterasa sérica se incrementd en
un 40 por 100. lo que se podria explicar por una mayor eficacia del sis-
tema de sintesis de proteinas en el higado. También se ha comprobado
que en pacientes que sufrieron quemaduras, el nivel de colinesterasa
sérica disminuyé (Price, 1970). Se piensa que esta disminucién pudo
ser debida a una lesién hepatocelular (Arturson, 1963), a un incremento
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del catabolismo del enzima, o a la. presencia de sustancias inhibidoras
en el plasma, liberadas desde el tejido dailado (Viby-Mongensen, 1975).
Parece claro que una total falta de enzima es bien tolerada, al menos,
por el hombre (Giirtner, 1967). Existen pruebas que sugieren la parti-
cipacién de este enzima en el metabolismo de acidos grasos (Cucuia-
nu, 1975), en la regulacién de los niveles de colina en plasma (Funnel,
1965) .y en el metabolismo de lipoproteinas (Kutty, 1973). Chu reportd
en 1978 la estrecha relacion existente entre los niveles de triglicéridos
y colinesterasa en suero:en pacientes hiperlipidémicos. Parece muy
probable la participacién de la colinesterasa sérica en la sintesis y es-
tructura de las lipoproteinas séricas a través de interacciones colines-
terasa-fosforilcolina de las. lecitinas. ‘

8. NIVELES DE COLINESTERASA SERICA Y SEXO

Ha sido reportado por Sidell. (1975) que el nivel de colinesterasa
.sérica en hombres (4.21 UL} fue significativamente mds alto que en
‘mujeres (3.6 Ul), vy en aguéllas que utilizaban contraceptivos orales
el nivel de colinesterasa también disminuyé (3.1 U.I). Se encontré que
el nivel de colinesterasa crecié proporcionalmente con la edad en hom-
bres y mujeres, excepto en aquéllas que utilizaban la pildora anticon-
ceptiva. En ratas, sin embargo, Schmidt (1978) encontré que a los 35
dias los animales tenian la misma actividad, pero a dos 280 dias la ac-
tividad en las hembras. habia aumentado 549 por 100 respecto al nivel
del enzima en machos. Esta relacion 5:1 para las colinesterasas de am-
bos sexos podria estar relacionada con los efectos de estrégenos sobre
la estimulacién de la sintesis de lipoproteinas de baja densidad en hi-
gado. También se ha comprobado que el nivel de colinesterasa sérica
disminuy6é en mujeres durante e] primer trimestre de embarazo, redu-
ciéndose su actividad entre 20 y 45 por 100, y recuperandose integra-
mente después (Howard, 1978). Comparando los. niveles de colinestera-
sa de hombres de 30 y 60 afios se encontré que el nivel de colinesterasa
fue considerablemente mas alto en jévenes, atribuyendo esta variacion
al nivel decreciente de testosterona en hombre madurc respecto a jo-
venes (Howard, 1978). Asi, mientras que niveles altos de andrdgenos
estimulan la sintesis v liberacién de colinesterasa desde el higado, altas
concentraciones de estrogenos la deprimen. Esto explica por qué las
mujeres premenopausicas tienen menor actividad enzimatica que las
postmenopausicas.
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9. ACCION DE GLUCOCORTICOIDES

Segiin Foldes (1974), la inyeccién de metilprednisolona y dexameta-
sona en perros disminuyé el nivel de colinesterasa sérica, volviendo a
los valores originales itras la interrupcién del tratamiento. «In vitros,
no se comprobd inhibicion de colinesterasa por dichos agentes. Se sabe
que glucocorticoides estimulan sintesis de ARN y proteinas en higado,
pero en este caso, lo que se comprueba es una notable represién de la
sintesis de este enzima. Estos resultados constituyen el primer caso de-
mostrado de inhibicién de sintesis de una proteina en higado por glu-
cocorticoides. El efecto es de considerable importancia a la hora de
administrar relajantes musculares a personas tratadas con glucocorti-
coides, pues disminucién de colinesterasa sérica repercutird en la in-
tensidad y duracién de accion de dichos anestésicos,

10. ACCION DE PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS
SOBRE COLINESTERASA SERICA '

Insecticidas organofosfoxados tales como paratién, malatién y dia-
zinén han desplazado al DDT como pest1c1da En 1975 se aplicaron unas
11 Tm de este material en una zona muy restringida del Canada. Los
resultados expuestos por Brown (1976) demuestran que los niveles de
colinesterasa sérica disminuyeron notablemente durante la época de
mayor riesgo de exposicién a organofosfatos (abril/junio 0.84 U.A.; agos-
to/octubre 0.75 U.A.; noviembre/diciembre 0.92 U.A.). ‘

11, POLIMORFISMO GENETICO DE‘. LAS COLINESTERASAS
SERICAS

En 1952, Bourne describi6 el polimorfismo genético de la colineste-
rasa sérica, como causante de la apnea prolongada que se habia obser-
vado en algunos pacientes, tras inyeccién de succinilcolina como rela-
jante de corta duracién. Kalow y Genest (1957) demostraron que la
aparicién de apnea prolongada después de 'la administracién de suxa-
metonio, podia ser debida a la presencia de una colinesterasa anormal
de cardcter hereditario. Esta variante enzimdtica resulté ser mas resis-
tente a la inhibicién por dibucaina que el enzima normal (fig. 4).
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Estudios posteriores sobre colinesterasa sugirieron la existencia de
cuatro genes alélicos en el locus E,, controlando la sintesis de las cua-
tro variantes del enzima, Estos genes fueron denominados por Motulsky
(1964) E" (normal), E* (atipico), E* (resistente al fluoruro) y E% («si-
lencioso», no productor de actividad colinesterasa). La combinacién
de estos genes da lugar a los 10 posibles genotipos del locus E..

Estudios genéticos de poblaciones sobre el polimorfismo de coli-
nesterasa, sugieren que las variantes enziméticas son raras en la pobla-
cién negroide. El alelo E* es frecuente en los pueblos del Caucaso
(Morrow y Motulsky, 1965). Frecuencia alta de E® se ha reportado en
varios grupos de esquimales (Gutsche, 1967; Scott, 1970), mientras que
la variante Ef, fue comun en el nordeste de Inglaterra (Whlttaker y
Berry, 1977).

Un estudio de la distribucién geogrifica de las variantes de colines-
terasas fue hecho por Steegmiiller en 1975, encontrando, en una mues-
tra de la poblacién alemana, un 96,1 por 100 de colinesterasa normal
(E* E%), valores que coinciden con los de una muestra de poblacién
inglesa: 964 por 100 (Whittaker, 1968, y con los de la poblacién da-
nesa: 97,2 por 100 (Hanel, 1978). Por el contrario, la incidencia del ge-
notipo E¢, E* fue muy pequefia —uno de cada 1.000 alemanes— {(Pro-
kop, 1971),

Resulta muy dificil predecir por qué los pacientes presentan apnea
prolongada al exponerse al suxametonio. Las complicaciones produci-
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das por la aparicién de apnea, van desde un nivel de inconsciencia li-
gera, de duracién variable, hasta parc cardiaco y muerte, en casos de
hipersensibilidad. El 65 por 100 de los casos conocidos de apnea pro-
longada son debidos a variantes de colinesterasa sérica. Pacientes ho-
mozigotos para el enzima atipico E% E® son extremadamente sensi-
bles al suxametonio. Pacientes heterozigotos para el enzima normal y
atipico E% E8, reaccionan anormalmente, Pacientes con genotipo E" EY
reaccionan normal o casi normalmente al suxametonio. Las respuestas
anormales en pacientes con el genotipo E% E®, varian entre 1:400 (Das,
1975) y 1:480 (Lehmann y Liddell, 1969). En estos casos, se desconoce
cual es el factor de anormalidad. Pacientes gue tenian fenoctipo para
colinesterasa normal y sin embargo itenian baja actividad, presentaron
apnea, cuya duracién fue inferior a 12 minutos.

El grado de inhibicién de colinesterasa sérica por suxametonio
(107° M) se establece mediante el denominado nimero de dibucaina (DN)
{Kalow v Genest, 1957). Un DN de 80 indica un homozigoto normal
E® E%; un individuo con un DN de 60 se sospecha que sera heterozi-
goto tipo E% E®&, y un DN de 20 seria indicativo de heterozigoto E* E*.
Posteriormente, se comprobé que el fluoruro también era un inhibidor
de colinesterasas (Harris y Whittaker, 1961), y se defini6 el namero de
fluoruro como el grado de inhibicién expresado como porcentaje ejer-
cido por una concentracién de fluoruro sddico 5.10° M. Este mimero
de fluoruro (FN) se encontré asociado a la expresién del gen Ef, resis-
tente al fluoruro. El cuarto gen alélico E®, gen silencioso, fue identi-
ficado en 1963 por Liddell. Homozigotos para este gen, E® Ecarecen
o tienen muy baja actividad colinesterasa. El comportamiento de un
heterozigoto E%, E% es el mismo de un homozigoto normal séle que
en este caso la actividad colinesterasa sera menor. Por lo tanto, a me-
nos que un paciente sea homozigoto respecto al gen E®, éste sélo po-
dré ser identificado mediante estudios de familias (Viby-Mogensen, 1977).

En 1971, Hanel y Viby-Mogensen definieron el nimero de urea (U.N.)
como el porcentaje de inhibicién de colinesterasa tras incubarla un mi-
nuto con urea 5M, y de lorma parecida se definieron los nfimeros de
cloruro (Whittaker, 1968) y el de escolina (King y Griffin, 1973).

En los iltimos afios se han creado Unidades de Invesugacién de Co-
linesterasas en distintas capitales europeas para determinar genotipos
y actividades de colinesterasas séricas, suministrar tarjetas de «alerta»
a los pacientes con riesgo de sensibilidad al suxametonio y para eva-
luar métodos de tratamiento cuando se presenta la apnea. Los resulia-
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dos obtenidos por Viby-Mogensen en 1977 en un estudlo sobre la po-
‘blacién danesa se recogen en la tabla 2.

12. PROPIEDADES MOLECULARES DE COLINESTERASA NORMAL
Y ATIPICA

Lockridge y La-Du (1978) purificaron mediante cromatografia por
afinidad la colinesterasa normal (E* E%) y atipica (E* E%) de dos pa-
cientes no relacionados. Utilizande benzoilcolina como sustrato, se en-
contraron valores de Km de 5 uM para el enzima normal y 24 uM para
el atipico, pero utilizando o-nitrofenilbutirate como sustrato, los valo-
res de K para ambos enzimas fueron idénticos, 140 uM. De sus expe-
rimentos concluyeron admitiendo la posibilidad de que el enzima ati-
pico hubiera sufrido una alteracion que modificase sélo al centro anié-
nico. Atribuyeron la distinta afinidad para sustratos marcados, como
la benzoilcolina, a la sustitucién de un aminodcido cargado {(a. gluté-
mico) del centro anibnico por un aminodcido neutro. Sefialemos que
de las 200 variantes de hemoglobinas identificadas, la gran mayoria di-
fieren en la sustitucién de un solo aminoacido. Estos resultados vienen
a corroborar los de Altland y colaboradores (1971) quienes encontra-
ron distintos modelos electroforéticos para colinesterasas sérica nor-
mal (E*, E*) y atipica (E®% E®). Ambas colinesterasas se purificaron
unas 5.000-6.000 veces, y por marcaje con DF®P y posterior digestién
con tripsina, se encontrd. que los péptidos procedentes de la colineste-
rasa normal emigraban al dnodo en una electroforesis de alto voltaje
a pH 3.5, y por el contrario, en.las mismas condiciones los péptidos pro-
cedentes de las colinesterasas atipicas emigraban hacia el cétodo.
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CARASTERISTICAS BIOQUIMICAS DE VARIANTES EN EL LOCUS E; DE COLINESTERASA SERICA.
NOMENCLATURA DE MOTULSKY
{Estudio sobre la poblacién danesa) (Viby-Mogensen, 1977) -

Actividad ‘ .

Num. de colinesterasa Num. de Niim. de Nim. de ‘Niim. de Nim. de
Genotipo pacientes U/L dibucaina fluoruro cloruro © escolina urea
E:® E* 453 677-1560 7886 35-65 122 #9.95 41.52
E:" E:* 338 474-1110 53-72 40-54 13-34 56-77 5370
E:® E:* 104 166-757 13-27 15-30 41-59 4-25 84-100
En Er 33 385-870 78-85 56-64 7-17 8693 4233
E:* B 19 96-489 12-30 2035 43-60 428 87-100

Ev Ey 3 0 — — - — —

E* Eif 13 611-1150 7479 ' 46-51 16-30 84-91 63-68
E Eif S 475-648 48-52 2533 3042 54-60 8495
E:* E:* 2 351-509 63-64 26-38 25-26 80-8t 9091

I5ULIOT)

SDO119S SDSDD

6¥2
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13. COLINESTERASAS Y ANESTESICOS VOLATILES

Al contrario que la dibucaina y otros anestésicos no volatiles, el
éter, tricloroetileno, cloroformo y halotano no inhiben a la colineste-
rasa sérica pero si a la de cerebro. Este tipo de inhibicién, segin
Braswell y Kitz (1977), estd mds relacionado con el tamafio y forma
del anestésico que con la solubilidad en lipidos ¢ su cardcter hidrofé-
bico. Pueste que la colinesterasa de suero no se altera por estos anes-
tésicos volatiles, se puede pensar que las 4reas hidrofébicas de la co-
linesterasa no se adaptaran al tamaiio o forma de las moléculas de éter
y dem4s anestésicos.
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