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RESUMEN

Existe gran ndmero de comunidades rurales que usan los plaguicidas con propésitos agrico-
las, lo cual ha incrementado el riesgo de intoxicacién de los agricultores y sus familias. En respuesta
a la necesidad de controlar la exposicién a los plaguicidas mediante un método no invasivo, de bajo
costo y de auto administracién se llevé a cabo la validacién del método de Ellman para determinar la
actividad de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) y su inhibicién debido a plaguicidas organofosfora-
dos y carbamatos en muestras de saliva humana. Se analizaron 60 muestras de saliva de trabajadores
del campo mayores de 8 afios de edad residentes en la comunidad de El Paramito de Timotes Muni-
cipio Miranda, estado Mérida. Fueron optimizadas las condiciones necesarias para medir la actividad
de la enzima AChE tales como tratamiento y volumen de la muestra, concentracién de los reactivos
y efectos interferentes. Se comprobé que la saliva puede ser usada como indicador bioldgico para la
determinacion de la inhibicién de la enzima AChE; por exposicién a plaguicidas organofosforados
y carbamatos. El método validado permitié determinar la actividad y los niveles de inhibicién de
la enzima AChE relativa a la intoxicacién con plaguicidas organofosforados y carbamatos en saliva
humana de manera répida, con alta especificidad, precisién y bajo costo.

Palabras Clave: método de Ellman, plaguicidas, saliva humana, agricultores.

VALIDATION OF AN ANALYTIC METHOD TO DETERMINE THE
ACETYLCHOLIMESTERASE ENZYME (AChE) IN HUMAN SALIVA OF
POPULATIONS EXPOSED TO ORGANOPHOSPHATE AND
CARBAMATE PESTICIDES.

ABSTRACT

There are many rural communities who use pesticides for agricultural purposes, that use
has increased the risk of poisoning of the farmers and their families. In response to the need to
control exposure to pesticides through a non-invasive, low-cost and auto administered method
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the validation of the Ellman is method was performed to determine the inhibition of the acetyl-
cholinesterase enzyme (AChE) due to organophosphate and carbamate pesticides in human saliva
samples. Sixty samples of saliva of the field workers over the age of eight years old were analyzed.
In the study were the necessary conditions to measure the activity of the AChE such as treatment
and volume of the sample, concentration of the reactants and unwanted effect optimized. It was
observed that saliva can be used as a biological indicator for the determination of inhibition of
the AChE for exposition to organophosphate and carbamate pesticides. The validated method
allowed researchers to determine the activity and the levels of inhibition of the enzymes relative
to poisoning with the aforementioned pesticides in human saliva in a fast way, with high level of
specificity, precision and at low cost.

Key words: Ellman’s method, pesticides, human saliva, farmers.

Introduccion

La actividad agricola se ve afectada por
una gran diversidad de plagas y malas hierbas
que hacen improductivas las cosechas de frutos
y vegetales. Para combatirlas, el hombre ha in-
troducido compuestos agroquimicos como in-
secticidas, fungicidas, herbicidas, bactericidas y
fumigantes que generan desequilibrios ecolégi-
cos trayendo como consecuencia el aumento de
enfermedades asociadas en los animales y seres
humanos.

En las ultimas décadas el uso de pla-
guicidas organofosforados (OPs) y carbama-
tos (Cs) se ha incrementado drdsticamente en
todo el mundo, principalmente en los paises
en desarrollo, por lo cual se ha enfatizado en
la bisqueda de métodos analiticos que permi-
tan la deteccién de estos compuestos en flui-

entonces, la utilizacién de métodos simples y
rdpidos para la deteccién de estos compuestos
en fluidos biolégicos.

El mecanismo de accién primario de
los plaguicidas OPs y Cs en el organismo es
la inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa
(AChE) que causa la subsiguiente acumulacién
del neurotransmisor acetilcolina en la sinapsis
colinérgica, resultando en un amplio rango de
efectos neurotdxicos (muscarinicos, nicotinicos
y neuroldgicos). Basindose en este efecto, el
monitoreo de la exposicién a plaguicidas OPs y
Cs ha sido enfocado en la determinacién de la
actividad de las enzimas colinesterasas, desarro-
lldndose asi métodos analiticos como el método
de Ellman, Rappaport, Michel, Lovibond, etc,
(9-15) los cuales lo hacen a través reacciones
quimicas coloreadas o cambios de pH.

El método de Ellman y modificaciones,
es el método de uso comin para la determina-
cién de la actividad de AChE y budirilcolinesterasa
(BUChE)) en plasma y eritrocitos sanguineos. Con
este método se analiza la velocidad de hidrdlisis de
esteres de colina por las enzimas colinesterasas, lo
cual produce tiocolina que forma un complejo con

dos bioldgicos. Los métodos analiticos existen-
tes estdn basados en técnicas cromatograficas,
tales como la cromatografia de gases (GC)
(1,2), cromatografia de gases-espectrometria de
masas (GC-MS) (3-6) y cromatografia liquida
de alta presién (HPLC) (7,8). Estas técnicas no
siempre pueden ser usadas de manera periédica
y accesible debido a la complejidad de sus ins-

trumentos y al tiempo que se requiere para la
preparacién de las muestras. Se hace necesario

el acido 5,5 ditiobis-2-nitrobenzoico, que absorbe
radiacién en el rango de 400 a 420 nm.
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A pesar de todos los esfuerzos realizados,
el uso de sangre sigue teniendo inconvenientes,
debido a que muchas veces no es posible hacer
seguimientos a los individuos expuestos, ya que
la sangre requiere una técnica de coleccién inva-
siva y los trabajadores se rehisan a estos andlisis,
lo cual constituye una limitacién. Por esta razén,
se han venido estudiando el potencial de diferen-
tes fluidos bioldgicos como el sudor, saliva, leche
materna (17), y ldgrimas, entre otros (18), que
permitan brindar informacién de diferentes en-
fermedades y realizar un diagnéstico eficaz, sien-
do la saliva propuesta como un fluido ideal que
puede sustituir la sangre como matriz de an4lisis.

Diferentes estudios, indican que la sa-
liva estd compuesta por una mezcla de AChE y
BuChE. Ryhanen et al., encontraron que la acti-
vidad de BuChE por el método de Ellman, es de
un 70-90% de la actividad total de colinesterasas
en saliva, en presencia de varios inhibidores (20).
Estudios mds recientes encontraron resultados
similares, que favorecen el uso de saliva como
medio diagndstico (7,21).

En un estudio realizado para determinar
la actividad y farmacocinética de la colinesterasa
en saliva de ratas, como un biomarcador biol4gi-
co para la exposicién a plaguicidas por el método
de Ellman, se encontré que, en comparacién con
plasma y cerebro, la actividad de colinesterasa en
saliva es inhibida en un porcentaje mayor al 95%,
en presencia de inhibidores selectivos de AChE
y BuChE con diferentes sustratos (12). Andloga-
mente, resultados de un estudio para determinar
el efecto del malatién sobre la actividad de coli-
nesterasa en saliva y plasma de ratas, por el mé-
todo de Ellman, indican que la exposicién a este
OPs disminuye la actividad de la enzima AChE
de forma significativa en ambos fluidos, siendo la
actividad en saliva la mds afectada, considerdndo-
se de esta manera la saliva como una alternativa
ante el andlisis de plasma para el monitoreo de
la toxicidad de organofosforados. (19)

Si bien la saliva se ha utilizado en Ila
deteccién de muchas entidades, su uso como
medio diagndstico para la intoxicacién por pla-
guicidas OPs y CS no ha sido estudiado exten-
samente, por lo que representa un método no-
vedoso. Atendiendo a la necesidad de controlar
y evaluar la exposicién a estos plaguicidas, la
presente investigacién, tiene como objetivo va-
lidar el método de Ellman para la determina-
cién de los niveles de actividad de la enzima
AChE en muestras de saliva humana total.

Materiales y métodos

Poblacién y muestra

La poblacién estd constituida por 87
personas que conforman 18 familias. La mayo-
ria de ellas se encuentran dedicadas a la agri-
cultura. El tamafio de la muestra se determiné
por el teorema del Limite Central e Intervalos
Confiables (12), el cual fue estimado en 60 per-
sonas. La recoleccién de las muestras de saliva
se realizé por esputo, en un envase colector es-
téril. Las mismas se trasvasaron a un tubo de
ensayo pldstico con tapa, y se transportaron en
un bafio agua-hielo-sal, hasta el lugar donde
fueron almacenadas a una temperatura de -20
oC hasta el momento del andlisis. Se tomaron
un total de 60 muestras de saliva de personas
de diferentes géneros, pertenecientes a la pobla-
cién de El Paramito de Timotes, estado Méri-
da. Se utilizé como criterios de seleccién indi-
viduos mayores de 8 afios de edad, que realizan
trabajos en el campo, o que estdn expuestos a
plaguicidas OPs y Cs en forma indirecta. No
se excluyeron del andlisis mujeres gestantes, en
periodo menstrual, o individuos con algin tra-
tamiento farmacoldgico.

1. Procedimiento para la optimizacién de las
condiciones de andlisis de la enzima AChE
en saliva

Durante la aplicacién inicial del méto-
do de Ellman para la determinacién de la acti-
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vidad de la enzima AChE, se hizo necesaria la

optimizacién de los siguientes pardmetros:
pH. Se trabajé con un buffer fosfato

(NaH,PO,/Na,HPO,) pH 7 4.

Presién osmética. Se analizaron di-
ferentes concentraciones de cloruro de sodio,
entre 0,05 M y 0,50 M, para ello se mantuvo
fijo las concentraciones de todos los reactivos
y se varié la concentracién de sal en el medio
final de reaccién.

Temperatura. Se trabajé a temperatura
ambiente.

Toma de espectros. Se tomd el espectro
de absorcién de los reactivos a diferentes concen-
traciones en un intervalo de longitud de onda
entre 300 y 600 nm. En el caso del sustrato clo-
ruro de acetiltiocolina se tomaron los espectros
en el rango de concentracién entre 0.4 mM y 2.0
mM, y entre 0.10 mM y 0.50 mM para el indi-
cador 4cido 5,5 -ditio-bis- (2-nitrobenzoico).

Efecto de la concentracién de Indi-
cador. Se evaluaron concentraciones de in-
dicador comprendidas entre 0.1 y 0.5 mM,
manteniendo constante la concentracién de
sustrato (0.6 mM) y de enzima (2 U/L), en
buffer fosfato pH 7.4 (0.9 % NaCl), a tempe-
ratura ambiente. Los cambios de absorbancia se
midieron a 405 nm durante 5 minutos.

Efecto de la concentracién de Sus-
trato. Se analizaron diferentes concentraciones
del compuesto cloruro de acetiltiocolina en el
intervalo de concentracién de 0.25 mM a 2.00
mM, manteniendo constante la concentracién
del indicador DTNB (0.25 mM), de enzima (2
U/L) y de los demds pardmetros.

Tratamiento y efecto del volumen de
muestra de saliva. Para evaluar el efecto de vo-
lumen de muestra de saliva se tomé una mues-
tra de saliva, de un mismo individuo y se so-
metié a diferentes tratamientos. Se analizaron
diferentes alicuotas de muestra de saliva sin tra-
tamiento, filtrada y centrifugada. En la mues-
tra de saliva sin tratamiento, se tomé la muestra

se homogenizé por agitacién en vortex durante
varios minutos, y se tomaron diferentes vold-
menes de muestra (100 a 800 pL), se diluye-
ron en solucién buffer pH 7.4 (0.9% NaCl),
agitando durante 2 minutos, posteriormente se
adicionaron los reactivos correspondientes. En
la muestra de saliva filtrada, se tomé la mues-
tra homogénizada por agitacién en vortex y se
hizo pasar a través de un filtro minisart SRP 15
(0.20 pm). Se tomaron diferentes alicuotas del
filerado (100 a 500 pL) y se diluyeron en solu-
cién buffer pH 7.4, 0.9 % NaCl. En la mues-
tra de saliva centrifugada, se tomé la muestra
de saliva y se centrifugé durante 5 minutos a
2000 rpm, 4 °C, se analizaron varias alicuotas
del sobrenadante (0,3 a 1.0 mL) de la misma
forma que en los casos anteriores.

Posteriormente, se evalud el efecto de las
concentraciones y condiciones establecidas en el
andlisis del complejo dcido 2-nitro-5-tiocolina.
Para ello se tomé el espectro de absorcién del
complejo, entre 300 y 600 nm, partiendo de la
enzima acetilcolinesterasa de anguila eléctrica, y
de una muestra de saliva con el fin de determinar
mdximo de absorcidn y si existe alguna interfe-
rentes por parte del indicador.

2. Procedimiento para la determinacién del
efecto de sustancias interferentes

Optimizadas todas las condiciones ne-
cesarias para aplicar el método de Ellman en
muestras de saliva, se evalud el efecto de sustan-
cias interferentes sobre la determinacién de la
actividad de la enzima, tales como:

Alcohol. Para evaluar el efecto de la
concentracién de alcohol sobre la actividad de
la enzima AChE en saliva, se tomé una muestra
de saliva y se le agregé diferentes alicuotas de
etanol 95 % (v/v). Los cambios de absorbancia
se midieron por triplicado a 405 nm durante
5 min.

Café y chimo. El efecto del consumo
de café y chimo se evalué tomando una mues-
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tra de saliva de dos individuos sanos que habfan
consumido café y chimo 30 minutos antes de la
toma de la muestra. Se habfa tomado previamen-
te una muestra de saliva a los mismos individuos
sin ningtn tipo de interferente. Las muestras
de saliva se descongelaron y centrifugaron. Los
cambios en la absorbancia se midieron a 405
nm durante 5 minutos por triplicado.

3 Procedimiento para la determinacién del
efecto de plaguicidas OFs y Cs sobre la acti-
vidad de la enzima AChE:

El efecto de la concentracién de inhi-
bidor sobre la actividad de la enzima AChE se
evalué a través de soluciones diluidas de mez-
clas de plaguicidas organofosforados y carbama-
tos (0-100 ppm), y de plaguicidas individuales
metil-paratién (0-100 ppm) y carbofuran (0-
100 ppb), usando para ello una solucién de
acetilcolinesterasa de anguila eléctrica con una

actividad de 3 U/L.
Resultados y Discusion

1. Condiciones de andlisis estableci-
das para la determinacién de la actividad de
la enzima AChE en saliva

Dentro de los pardmetros variables que
se optimizaron se encuentra la presién osmé-
tica, la concentracién de indicador, la concen-
tracién de sustrato, y el volumen de muestra.
Dentro de las variables que se dejaron fijas se
encuentra el pH y la temperatura.

El pH del medio se fij6 en 7.4, usan-
do para ello un buffer fosfato, de acuerdo con
la bibliografia consultada para el desarrollo
de esta investigacién [9-22]. El buffer conte-
nfa ademds una concentracién de cloruro de
sodio de 0.155 M (0.9 %), la cual se escogié
analizando el efecto de diferentes concentracio-
nes de cloruro de sodio en la mezcla final de
reaccién (figura 1), al observar que en ausencia
de sal, lo cambios de absorbancia por minuto y

la difusién del complejo eran muy irregulares.
Se descartaron concentraciones salinas mayores
a 0.155 M, debido a que aumenta la desnatu-
ralizacién de la enzima con el tiempo, disminu-
yendo su actividad progresivamente.
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Figura 1. Efecto de la concentracién de NaCl en la
medida de la actividad de la enzima AChE.

Experimentalmente se trabajé a tem-
peratura ambiente a fin de aplicar el método
propuesto en determinaciones rutinarias de
campo, donde muchas veces no es posible con-
trolar la temperatura.

Espectros de absorcién

Considerando que el método de Ell-
man se puede llevar a cabo en un rango de lon-
gitud de onda entre 400 y 420 nm, se tomaron
los espectros de absorcién de cada uno de los
reactivos, a diferentes concentraciones, para
determinar los rangos de mdxima absorcién
de los mismos. De los espectros de absorcién
tomados solo el indicador (4cido 5,5 ditiobis-
2-nitrobenzoico, DTNB), presenta una absor-
cién considerable en el intervalo de longitud de
onda analizado.

Efecto de la concentracién del indi-
cador DTNB

En efecto de la concentracién de indi-
cador sobre la actividad de la enzima se muestra

RECIBIDO: 28-05-2012 / ACEPTADO: 20-09-2012+ REVISTA ODONTOLOGICA DE LOS ANDES 9



METODO ANALITICO, EN DETERMINACION DE ENCIMA ACHE EN SALIVA HUMANA » JORGE UZCATEGUI, SORANYEL GONZALEZ, REINALDO ZAMBRANO, ANA PEREIRA

la figura 2, en esta se observa que los cambios
de absorbancia m4s lineales se obtienen a con-
centraciones entre 0.1 a 0.3 mM, a concentra-
ciones mayores los cambios de absorbancia por
minuto disminuyen, afectando la velocidad de
la reaccién. Se escogié para los andlisis una con-
centracién de indicador de 0.25 mM, la cual es
Sptima para el andlisis y no presenta interferen-
cia en los espectros de absorcién.

0,18 -
| ——0,1009 mM
0,16 —»—0,1513 mM
0144 0,2018 mM L
' 0,2522 mM
0,12 ——0,3027 mM
——0,3532 mM
@ 014 ——0,4038 mM
= ——0,5045 mM
= 0,08 4
0,05 -
0,04 -|
0,02 A
0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
Tiempo (seq)

Figura 2. Efecto de la concentracién de indicador
DTNB sobre la determinacién de la enzima AChE.

Efecto de la concentracién de sustra-
to acetiltiocolina

El efecto de la concentracién de sus-
trato sobre la actividad de la enzima, figura 3,
revela que al aumentar la concentracién de sus-
trato aumenta la actividad de la enzima AChE,
con mdxima hidrélisis a una concentracién 2
mM de sustrato. Sin embargo, se escogié una
concentracién de 1.0 mM ya que a partir de
esta concentracién se obtienen valores de acti-
vidad similares, y ademds disminuye la hidré-
lisis espontdnea del sustrato, la cual aumenta a
concentraciones mayores.

1,6 -
14 4

1,2 1

0,8 1
0,6 1

Actividad {L/L)

0,44

0,2 1

0 T T T
0 0,5 1 15 2 25
Sudrato ATC (mM)

Figura 3. Efecto de la concentracién de sustra-
to acetiltiocolina sobre la actividad de la enzima

AChE.

Tratamiento y efecto del volumen de
muestra

En la figura 4, se compara la medida de
actividad de la enzima AChE en la muestra de
saliva analizada, obsérvese como dependiendo
del tratamiento realizado se obtienen diferentes
valores de actividad, siendo el valor mds alto el
obtenido al centrifugar la muestra de saliva, por
lo cual se escogié un volumen de 1 mL de saliva
centrifugada como optimo para el andlisis.

25

20

-
o

Actividad (L)

=2
2]

0,001

sT FL Cn
Tratamlento

Figura 4. Determinacién de la actividad de la en-
zima AChE en una muestra de saliva de un mismo
individuo bajo diferentes tratamientos. a) ST. Sin
tratamiento, b) Fil. Filtrada, ¢) Cn. Centrifugada.
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Andlisis del complejo dcido 2-nitro-
5-tiocolina

Una vez establecidas las condiciones
para el andlisis de la enzima, se tomé el espec-
tro de absorcién del complejo a analizar, dcido
2-nitro-5-tiocolina, para comprobar que las
condiciones eran las mds adecuadas, usando
para ello un patrén de enzima de anguila eléc-
trica y una muestra de saliva. En ambos casos se
determiné un mdximo de absorcién del com-
plejo a una longitud de onda comprendido
entre de 405 y 412 nm, segdn se observa en la

figura 5y 6.

Figura 5. Espectro del complejo dcido 2-nitro-5-
tiocolina, en dos etapas diferentes de la reaccidn,
donde se observa una mdxima absorcién entre 405
y 412 nm. (Concentraciones: Buffer fosfato pH 7.4
(0.9% NaCl), 1.125 mM de ATC, 4250 U/L de
enzima de anguila eléctrica, y 0.25 mM de DTNB).

ax DINEQ.25 b
Carglsh Fael
Carrglsh Fas Il

i

om

g @ M0 0 SR &0 @ 0 S0 &0 S0 f® 0 S SR 60

Figura 6. Espectro del complejo, en dos etapas
diferentes de la reaccién, formado a partir de una
muestra de saliva como fuente de enzima AChE.
(ATC 1.02 mM, DTNB 0.25 mM)

Estos resultados muestran que no existe
interferencia por parte de los reactivos ni de los
otros pardmetros establecidos en el andlisis de la
enzima AChE en muestras de salival. Las con-
diciones establecidas se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de andlisis estable-
cidas experimentalmente para determinar la acti-
vidad de la enzima AChE en muestras de saliva.

Parametro Condicion.
Temperatura Ambiente
pH Buffer fosfato 7.4
Fuerza Osmética  0.155 M (0.9 %) NaCl
Concentracion 0.25 mM
DTNB
Concentracion de 1.0 mM
ATC
Volumen de 1,0 mL Saliva
Muestras centrifugada.

Validacién del método analitico

Para validar el método de Ellman en sa-
liva, se utilizé un patrén de la enzima AChE de
anguila eléctrica. Diferentes pardmetros anali-
ticos fueron evaluados en muestras de saliva de
personas no expuestas. La precisién del método
se evalué analizando repetidamente (n=5) una
muestra de saliva, bajo las mismas condiciones
en un mismo dfa, por el mismo analista y en
el mismo equipo. Los resultados presentan una
desviaciédn estdndar relativa de 1.79 %. La li-
nealidad del método se comprobé analizando
diluciones de la enzima AChE de anguila
eléctrica en un intervalo de actividad ente 0.4
y 6,0 U/L. La ecuacién lineal obtenida fue y =
0.9682 x - 00409, con un coeficiente de corre-
lacién de 0.995. El método presenta ademds un
limite de deteccidén y cuantificacién de 0.1289

U/Ly 0.4298 U/L respectivamente.

Efecto de sustancias interferentes

En el estudio del efecto de sustancias
interferentes sobre la medida de la actividad de
la enzima AChE en saliva, los resultados mues-
tran que la actividad de la enzima no varfa sig-
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nificativamente al aumentar la concentracién
de alcohol en saliva, los valores de actividad
determinados presentan un coeficiente de va-
riacién de 0.81 % en presencia de concentra-
ciones variables de etanol.

La presencia de café y chimo en las
muestras de saliva disminuye la sensibilidad
del método (figura 7). Visualmente no se ob-
serva con detalle la formacién del complejo de
color amarillo debido a la presencia del color
proveniente del café y chimo en las muestras,
las cuales a pesar de ser tratadas previamente
conservan parte de la coloracién producto del
consumo de los mismos. Para evitar este tipo de
interferentes, se recomienda evitar el consumo
de café y chimo, por lo menos 3 horas antes de
la toma de la muestras de saliva.

N Sin Interferente B Efecto del interferente

25

203
21 178

15

Act. (U/L)

0,51

Caffe ch.

Interferente

Figura 7. Efecto de la presencia de café y
chimé en muestras de saliva, sobre la actividad

de la enzima AChE.

Efecto de la concentracién de inhi-
bidor

En cuanto al efecto de la concentracién
de plaguicidas OFs y Cs sobre la actividad de la
enzima AChE, se obtuvo que a una concentra-
cién de 60 ppm de la mezcla, tanto de plagui-
cidas organofosforados como de carbamatos, el
porcentaje de inhibicién de la enzima AChE es
aproximadamente 80 %, en una solucién con

una actividad de 3 U/L de la misma (figura 8).
Estos resultados indican que bajas concentra-
ciones de plaguicidas
mente la actividad de la enzima acetilcolineste-
rasa en el organismo.

afectan considerable-
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Figura 8. Efecto de una mezcla de organofosforados
y carbamatos sobre la actividad de la enzima AChE.

(ATC 1.074 mM, DTNB 0.269 mM)

En el caso de plaguicidas individuales,
se determiné que el plaguicida metil-paratién,
en una concentracién de 67 ppm, produce una
inhibicién de la enzima AChE del 64 % (figura
9), mientras que el plaguicida carbofuran, a una
concentracién de tan solo 60 ppb, produce un
porcentaje de inhibicién del 84 % (figura 10).
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Figura 9. Efecto del plaguicida metil-paratién sobre
la actividad de la enzima AChE. (0-100 ppm).
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Figura 10. Efecto de la concentracién del plagui-
cida carbofuran sobre la actividad de la enzima

AChE. (0-100 ppb).

La diferencia en el efecto sobre la acti-
vidad del enzima observado entre ambos pla-
guicidas, se debe a las diferencias estructurales
de los compuestos quimicos considerados, lo
cual va a determinar la afinidad del plaguicida
por la enzima AChE, desplazando con mayor o
menor facilidad el sustrato acetiltiocolina.

Conclusiones

El método desarrollado permite la de-
terminacién de los valores de actividad de la
enzima acetilcolinesterasa en muestras de sali-
va total. Se comprobd que la saliva puede ser
usada como indicador biolégico para la deter-
minacién de la inhibicién de la enzima acetil-
colinesterasa por exposicién a plaguicidas orga-
nofosforados y carbamatos.

No se observé un efecto significativo de
la presencia de alcohol (etanol) en las muestras
de saliva sobre la determinacién de la actividad
de la enzima acetilcolinesterasa, mientras que la
presencia de café y chimo afecta la sensibilidad
del método para la determinacién de la activi-
dad de la enzima en saliva.

Se observé que los plaguicidas organo-
fosforados y carbamatos, tanto en mezclas como
de forma individual, afectan significativamente

los valores de actividad de la enzima acetilcoli-
nesterasa en saliva, produciendo porcentajes de
inhibicién de la enzima de 80 % a concentra-
ciones menores a 100 ppm de plaguicida.

De acuerdo con los resultados obteni-
dos, el andlisis de la enzima acetilcolinesterasa
en saliva, por el método desarrollado en esta
investigacion, permite establecer efectos rela-
cionados con la exposicién de plaguicidas orga-
nofosforados y carbamatos.
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