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RESUMEN

La determinación de las actividades acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa 
(BuChE) es ampliamente utilizada en estudios de monitoreo biológico para evaluar 
la exposición a compuestos anticolinesterásicos y sus efectos. No obstante, se ha 
observado una amplia variabilidad en los valores considerados como normales para 
estas actividades enzimáticas, lo que puede deberse a diversos factores. Uno de los 
que puede tener más influencia es la falta de parámetros preanalíticos y analíticos es-
tandarizados. En este sentido, el objetivo de este trabajo fue conocer, con una metodo-
logía consensuada, los intervalos de las actividades AChE y BuChE en individuos no 
expuestos ocupacionalmente a compuestos anticolinesterásicos en diferentes estados 
de la república mexicana. Se observó que el 22 % de los laboratorios participantes 
reportaron valores de actividad AChE dentro del rango considerado como normal. 
Respecto a la actividad BuChE, el 67 % reportó valores dentro del rango para una 
población no expuesta a compuestos anticolinesterásicos. Los resultados revelaron 
una importante variabilidad en los valores de las actividades AChE y BuChE, que 
muestran la necesidad de capacitación continua entre los analistas y la homogenei-
zación de las metodologías.
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ABSTRACT

The analytical determination of acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase 
(BuChE) activities is widely used in biological biomonitoring to evaluate exposure and 
detrimental effects caused by anticholinesterasic compounds. Nevertheless, a wide vari-
ability in values within the range considered as normal has been reported, which could 
be due to different factors. One of the most influencing factors on the variability of the 
data is the lack of standardized analytical and preanalytical parameters. The aim of this 
work was to know, under a consensual methodology, the intervals of AChE and BuChE 
activities in individuals non-occupationally exposed to anticholinesterase compounds 
from different states of the Mexican republic. From the participating laboratories, 
22% reported values of AChE activity within the range considered as normal, whereas 
67% reported values of BuChE activity within the range in a non-exposed population 
to anticholinesterase compounds. The results revealed an important variability in the 
values for AChE and BuChE activities, which show the need for continuous training 
among analysts and the homogenization of methodologies.

INTRODUCCIÓN

México ocupa el segundo lugar en Latinoamérica 
en cantidad de plaguicidas utilizados y el cuarto en 
grado de exposición con 4.5 kg/persona (Palacios 
Nava et al. 2009). Entre los plaguicidas más utili-
zados se encuentran los organofosforados (POF) y 
carbamatos (CB), cuyos principales efectos en la 
salud son producidos por la inhibición de las coli-
nesterasas (ChEs) (Fulton y Key 2001, Costa 2006, 
Gupta y Milatovic 2012). Estas enzimas hidrolizan 
ésteres de colina y se clasifican de acuerdo con su 
localización tisular, especificidad de sustrato y por 
su inhibición con diferentes sustancias (Tecles et al. 
2000). En el organismo existen dos tipos: la ace-
tilcolinesterasa (AChE), colinesterasa verdadera o 
colinesterasa específica de tipo E, y la butirilcolines-
terasa (BuChE), pseudocolinesterasa, colinesterasa 
plasmática o colinesterasa de tipo S (Jeyaratnam y 
Maroni 1994).

La AChE (EC 3.1.1.7) se localiza principalmente 
en músculo, eritrocitos y sistema nervioso. Es la 
enzima responsable de la hidrólisis del neurotrans-
misor acetilcolina (ACh) en colina y ácido acético 
en la sinapsis nerviosa (Massoulié et al. 1993, 
Schetinger et al. 2000). La inhibición de la AChE 
está vinculada directamente con el mecanismo de 
toxicidad de los POF y CB que bloquean la acción 
de esta enzima (Reigart y Roberts 1999). Los POF 
son capaces de fosforilar el sitio activo de la AChE; 
la proteína fosforilada ya no puede hidrolizar al 
neurotransmisor ACh y esto resulta en acumulación 
de la acetilcolina endógena y sobreestimulación de 
los receptores colinérgicos responsables de los sig-
nos y síntomas típicos (muscarínicos y nicotínicos) 

que ocurren después de la intoxicación aguda (Ma-
roni et al. 2000, Bajgar 2004). Asimismo, se ha ob-
servado una fuerte asociación entre la exposición a 
plaguicidas y la disminución de la actividad AChE en 
poblaciones expuestas (Hernández et al. 2004, 2005, 
Rendón-von Osten et al. 2004, Gamlin et al. 2007, 
Remor et al. 2009).

La BuChE (EC 3.1.1.8) se encuentra en diferentes 
tejidos como intestino, hígado, riñón, corazón, pul-
món y suero. Aunque su función fisiológica aún no 
está bien definida (Dave et al. 2000, Eddleston et al. 
2008, Bodur y Layer 2011, Scacchi et al. 2011) se ha 
reportado que puede hidrolizar un número elevado 
de ésteres hidrofóbicos e hidrofílicos, de manera que 
podría actuar como un posible supresor endógeno de 
compuestos anticolinérgicos (Chuiko 2000). La inhi-
bición de la actividad BuChE no está necesariamente 
asociada con los síntomas anticolinérgicos, ya que 
se ha observado una fuerte disminución de la activi-
dad BuChE en ausencia de cualquier efecto sobre la 
AChE (Soltaninejad et al. 2007). Sin embargo, se ha 
propuesto que la BuChE podría ser un indicador de 
exposición más sensible que la AChE a ciertos POF 
(Ranjbar et al. 2002, Hernández et al. 2006, Rastogi 
et al. 2008, Jintana et al. 2009, Araoud et al. 2011, 
Bernal-Hernández et al. 2014). Asimismo, se ha 
descrito que la inhibición de la BuChE se relaciona 
con la intensidad y duración de la exposición, así 
como con el tipo de plaguicida (Araoud et al. 2011).

La determinación de la actividad de las coli-
nesterasas es ampliamente utilizada en estudios 
de monitoreo biológico para evaluar la exposición 
y los efectos de compuestos anticolinesterásicos 
(Hernández et al. 2005, Safi et al. 2005, Souza et 
al. 2005, Ng et al. 2009, Stefanidou et al. 2009, 
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Simoniello et al. 2010, Ueyama et al. 2010, Bernal-
Hernández et al. 2014). No obstante, se ha observado 
una amplia variabilidad en los valores considerados 
como normales para estas actividades enzimáticas, 
lo que puede deberse a diversos factores. Uno de los 
que más puede influir en la variabilidad de los datos 
es la falta de parámetros preanalíticos y analíticos 
estandarizados, ya que existen modificaciones al 
método convencional, y por otro lado hay labora-
torios que preparan sus propios reactivos, mientras 
que otros emplean kits comerciales. Asimismo, la 
presencia de polimorfismos en estas enzimas puede 
afectar la función o expresión de la enzima (Hasin et 
al. 2005, Souza et al. 2005, Lockridge 2015). Estas 
modificaciones constituyen fuentes de variación, 
cuyo control es importante para mejorar la calidad 
y precisión de los resultados, así como para permitir 
una comparación entre las poblaciones estudiadas. 
En este sentido, el objetivo de este estudio fue 
conocer, con una metodología consensuada, los in-
tervalos de las actividades AChE y BuChE en indivi-
duos no expuestos ocupacionalmente a compuestos 
anticolinesterásicos de diferentes estados del país. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Se realizó un ejercicio piloto para conocer las dife-
rencias técnicas en la medición de la actividad AChE 
y BuChE entre laboratorios ubicados en diferentes 
universidades y centros de investigación en Méxi-
co, que miden la actividad de colinesterasas como 
biomarcador de exposición y efecto a plaguicidas 
anticolinesterásicos. En esta actividad participaron 
nueve laboratorios incluidos en la Red Temática de 
Toxicología de Plaguicidas, los cuales proceden de 
la Universidad Autónoma de Guerrero, el Centro 
de Investigación en Alimentación y Desarrollo, la 
Universidad Autónoma de Yucatán, Universidad 
Autónoma Metropolitana-Iztapalapa, Universidad 
Veracruzana, Universidad Autónoma de Tlaxcala y 
Universidad Autónoma de Nayarit. 

Para la homogeneización de la metodología en-
tre laboratorios se realizó la siguiente estrategia de 
trabajo:Se solicitó la metodología empleada en cada 
laboratorio participante. Mediante un cuestionario se 
obtuvo información acerca de reactivos empleados 
para evaluar las actividades AChE y BuChE, el sus-
trato e indicador utilizado, en qué matriz miden la 
actividad (sangre total, suero, plasma), la longitud de 
onda que se utiliza para medir la actividad, tiempos 
de incubación e intervalos de medición de la muestra, 
así como una descripción detallada de la toma de 

muestra, almacenamiento de la misma y forma de 
reportar la actividad. Lo anterior permitió conocer 
los factores preanalíticos y analíticos que pudieran 
influenciar la actividad y que son diferentes en cada 
laboratorio participante en el ejercicio. 

Una vez recolectada la información, se hizo un 
análisis de las metodologías aplicadas y se unificaron 
criterios técnicos para la propuesta de una metodo-
logía que fue aplicada por todos los laboratorios 
interesados. Establecida la propuesta metodológica, 
se realizó un ejercicio entre todos los participantes 
para precisar el análisis de colinesterasas, mismo que 
se llevó a cabo en el Laboratorio de Biomembranas de 
la Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa.

Con la metodología consensuada, cada labora-
torio analizó al menos 10 muestras de personas no 
expuestas ocupacionalmente a plaguicidas. Se generó 
una base de datos con los resultados y fueron anali-
zados. Se incluyeron en el estudio, personas del sexo 
masculino, mayores de 18 años que no estuvieran 
ocupacionalmente expuestos a plaguicidas.

Determinación de la actividad AChE 
Reactivos 

Amortiguador de fosfatos (Na2HPO4-KH2PO4, 
0.1 M, pH 7.4, J.T Baker), DNTB (10 mM, Sigma-
Aldrich), etopropazina (6 mM, Sigma-Aldrich), 
tritón X-100 (0.03%, Sigma-Aldrich) y yoduro de 
acetiltiocolina (28.3 mM, Sigma-Aldrich). 

Recolección y procesamiento de la muestra 
La medición de la actividad de AChE se realizó de 

acuerdo con la metodología establecida por Ellman et 
al. (1961), a partir de una muestra de sangre completa 
recolectada en tubos con EDTA como anticoagulante. 
Para realizar la lisis de los eritrocitos se preparó 1 mL 
de una dilución 1:100 de la muestra de sangre con el 
detergente no iónico tritón X-100.

Procedimiento 
Se realizó una mezcla de reacción con los siguien-

tes reactivos: 0.5 mL de la dilución (1:100) con 1 mL 
de amortiguador de fosfatos (0.1 M, pH 7.4), 0.05 
mL de DTNB (10 mM) y 0.005 mL de etopropazina 
(6 mM). La mezcla se incubó a 37 °C durante 10 min, 
posteriormente se adicionaron 0.025 mL de yoduro de 
acetiltiocolina (28.3 mM), se mezclaron y de manera 
inmediata se monitoreó el cambio de absorbancia a 
436 nm cada minuto, durante 3 min. Las medicio-
nes se realizaron por triplicado. La actividad AChE 
fue corregida por el contenido de hemoglobina y se 
expresó como U/g de Hb. 
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Determinación de hemoglobina (Hb) 
Reactivos 

Reactivo de Drabkin (ferricianuro de potasio y 
cianuro de potasio, Hycel®)
Procedimiento 

La concentración de Hb se determinó a partir de 
10 μL de sangre total que se mezclaron con 2.5 mL 
de reactivo de Drabkin. Posteriormente, la mezcla se 
incubó 10 min en oscuridad a temperatura ambiente y 
se midió su absorbancia a 540 nm frente a un blanco 
de reactivo de Drabkin.

Determinación de la actividad BuChE 
Reactivos

Amortiguador de fosfatos (Na2HPO4-KH2PO4, 
0.1 M, pH 7.4, J.T Baker), DTNB (10 mM, Sigma-
Aldrich), yoduro de S-butiriltiocolina (63.2 mM, 
Sigma-Aldrich). 

Recolección y procesamiento de muestra 
La medición de la actividad BuChE se realizó de 

acuerdo con la metodología propuesta por Ellman 
et al. (1961) a partir de una muestra de suero. Para 
obtener el suero, las muestras de sangre total se cen-
trifugaron a 3500 rpm durante 10 min, se realizaron 
alícuotas y se almacenaron a –20 °C hasta su análisis.

Procedimiento 
Para medir la actividad BuChE se realizó una 

mezcla de 3 mL de amortiguador de fosfatos (0.1 M 
a pH 7.4), 0.100 mL de DTNB (10 mM) y 0.010 mL 
de suero. Se mezclaron cuidadosamente, se incubó 
a 37 °C durante 10 min y posteriormente, se agrega-
ron 0.050 mL de yoduro de S-butiriltiocolina (63.2 
mM). El cambio de absorbancia fue monitoreado a 
405 nm durante 4 min, cada minuto. La medición de 
la actividad enzimática se realizó por triplicado y se 
reportó en U/L. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los procedimientos analíticos para medir la acti-
vidad de las colinesterasas son muy diversos. El más 
empleado es el método colorimétrico de Ellman et 
al. (1961) que se basa en la detección de la tasa de 
desaparición del sustrato de la enzima o de aparición 
del producto de la reacción. Este método es aplica-
do en muestras de sangre, plasma, suero y tejidos 
de diversas especies. En este estudio se utilizaron 
muestras de sangre total y suero de individuos no 
expuestos ocupacionalmente a compuestos anti-
colinesterásicos. Los resultados de las mediciones 

fueron emitidos por cada laboratorio participante 
y analizados en conjunto. El cuadro I muestra la 
información obtenida a través del cuestionario sobre 
la metodología empleada en cada laboratorio para la 
determinación de colinesterasas. Con este ejercicio 
se identificó la variabilidad que existe en los factores 
preanalíticos y analíticos entre laboratorios. Todos 
los participantes en el ejercicio refirieron medir la 
actividad de colinesterasas a través del método de 
Ellman. Sin embargo, se identificaron diferencias en 
la concentración de sustrato y cromóforo utilizado, 
así como en la forma de reportar los resultados, lo 
que dificulta la comparación de los mismos entre 
poblaciones con características similares. 

Los primeros métodos de medición de la actividad 
de colinesterasas fueron revisados por Witter  en 1963, 
quien identificó que entre los errores implicados en 
la determinación de la actividad de estas enzimas 
se incluyen la posible contaminación de la muestra 
durante la recolección, la falta de centrifugación 
adecuada, así como el manejo y almacenamiento in-
adecuado de la muestra. Sin embargo, mencionó que 
eran necesarios más estudios para conocer el efecto 
del manejo preanalítico sobre la actividad de estas 
enzimas, particularmente sobre la actividad AChE 
(Witter 1963). Asimismo, un grupo de científicos 
convocados por la Agencia de Protección Ambiental 
estadounidense (EPA, por sus siglas en inglés) recono-
ció que no había un procedimiento operativo estándar 
para la determinación de la actividad de colinesterasas 
e implementaron un ejercicio entre laboratorios de 
investigación y clínicos, que permitió comparar las 
metodologías, estableciendo la reproducibilidad del 
método de Ellman (Wilson et al. 1996).  

Utilizando la metodología propuesta por el grupo 
de trabajo se obtuvieron los siguientes resultados: la 
actividad promedio para la AChE fue de 23.6 U/g de 
Hb y de 12,247 U/L para la BuChE, valores que se 
encuentran dentro de los rangos considerados como 
normales (AChE:17-45 U/g de Hb, BuChE (3,700-
13,200 U/L). En este sentido, se observó que el 22 % 
de los participantes reportaron valores de actividad 
AChE dentro del rango considerado como normal 
para una población no expuesta a compuestos anti-
colinesterásicos. Respecto a la actividad BuChE, el 
67 % de los participantes reportaron valores dentro 
del rango considerado como normal. En la figura 1 
se muestra la dispersión de los valores reportados por 
cada laboratorio. Estudios previos han encontrado 
una alta variabilidad entre laboratorios, con frecuen-
cia inaceptable, en ensayos basados en el método 
de Ellman (Mineau y Peakall 1987, Fleming et al. 
1992, Wilson et al. 1996). En el presente estudio, 
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se observó una amplia dispersión de los datos para 
ambas colinesterasas aun cuando se estableció la 
metodología a seguir. Lo anterior pudiera deberse, 
por un lado, a factores preanalíticos y analíticos, y 
por otro a factores propios del individuo, como la 
presencia de polimorfismos en los genes BuChE y 
AChE. Estas alteraciones genéticas pueden afectar 
la función o expresión de la enzima, cuya actividad 
se ve alterada (Nogueira et al. 1992, Loewenstein-
Lichtenstein et al. 1995, Yen et al. 2003, Sánchez 
et al. 2005). Lo anterior evidencia la necesidad de 
establecer un procedimiento operativo estándar como 
el que se propone en este ejercicio, que permita la ho-
mogeneización de las metodologías utilizadas en cada 
laboratorio y facilite la comparación de resultados. 

CONCLUSIÓN

Existen diversos factores preanalíticos y analíticos 
que influyen en la medición de la actividad de coli-
nesterasas (AChE y BuChE). Por tanto, es necesario 

realizar más esfuerzos para homogeneizar la metodo-
logía establecida, con el fin de controlar su influencia 
y optimizar tanto la precisión como la exactitud de 
los resultados. Asimismo, la propuesta metodológica 
constituye una alternativa precisa y barata para la 
determinación de colinesterasas. Sin embargo, en este 
ejercicio se observó una amplia variabilidad en los 
resultados reportados, lo que muestra la necesidad de 
capacitación continua entre analistas y la homogeniza-
ción de metodologías, con el fin de obtener una mejor 
comparación de estos biomarcadores bioquímicos.
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