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CAPITULO 1. INTRODUCCION




1.1 Introduccion.

En México el sector agropecuario es uno de los principales medios de empleo para la poblacion
residente de las zonas rurales, promoviendo que la agricultura mantenga su importancia en el
medio rural, (SAGARPA & FAO, 2012) . Con una cantidad de 5.4 millones de personas dedicadas
a la agricultura y una produccion de 268.6 millones de toneladas de productos agricolas en 2022,
Meéxico se consolida como uno de los lideres en la producciéon mundial de alimentos (Secretaria
de Agricultura y Desarrollo Rural, 2022). El uso de plaguicidas tanto a nivel mundial y
especialmente a nivel nacional ha tenido un aumento debido a la demanda agroalimentaria,
ocasionando como resultado que las consecuencias del uso de estos elementos sean cada vez mas
presentes lo cual se puede observar en los numeros de casos de intoxicacion por plaguicidas
(Esquivel-Valenzuela et al., 2019). Para evitar este tipo de incidentes se han establecido normas
como la NOM-003-STPS-1999, o el proyecto de NOM-003-STPS-2016, donde se establecen
medidas de cuidado al sector ocupacional que indican condiciones y practicas laborales asi como
la concientizacion al personal sobre el uso y los peligros de los plaguicidas, sin embargo en varios
estudios se ha destacado un incumplimiento de varias recomendaciones de estas normas, esto
relatado por experiencias de los trabajadores en situaciones como la falta de un equipo de
proteccidn o en conductas como almacenamiento de plaguicidas en casa, ingesta de alimento en la

zona de aplicacion de plaguicidas, etc. (Herrera Moreno et al., 2018).

Los plaguicidas segun la FAO son cualquier sustancia destinada a prevenir, destruir o controlar
cualquier plaga que cause un perjuicio a la produccion agricola, alimenticia, ganadera o de madera,
en cualquiera de sus etapas. De este modo son fabricados con una intencion toxicologica deseada
para la eliminacion de plagas, aunque por su naturaleza e interacciones llega a ser un agente toxico

para los seres humanos teniendo multiples efectos tanto a nivel fisico como el cognitivo y
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emocional. Ejemplo de los efectos de los organofosforados (OP) son alteraciones genéticas, al
sistema nervioso, enddcrino, inmune y reproductivo, asi como afectacion al aprendizaje y la
conducta (Prado Flores et al., 2019). Un estudio sobre la deficiencia cognitiva demostrd que en
trabajadores expuestos a OP era mayor la predisposicion a desarrollar Alzheimer debido a la
existencia de un alelo no usual en una poblacién no expuesta (Diaz Osorio, 2021). Otro estudio
realizado en Chile demostrd que la poblacion expuesta a OP tenia mayor porcentaje de individuos
con polineuropatia (38%) en comparacion a los trabajadores agricolas no expuestos que
presentaron este padecimiento (8%) lo cual demuestra la relacion en el deterioro o la insuficiencia
nerviosa y los OP (Pizarro et al., 2018). Existen asi multiples estudios que se realizan con el
objetivo de investigar y denotar el impacto hacia la salud humana, donde la mayoria tiene un
enfoque en las intoxicaciones agudas y sus manifestaciones (Bernardino-Hernéndez et al., 2019)
y las investigaciones que se enfocan en intoxicaciones cronicas suelen realizarse teniendo de base
de estudio poblacion en contacto directo en comparacion a poblacion con contacto nulo, teniendo
muy pocos estudios que hablen de una poblacion indirecta como habitantes de la zona o familiares

de los trabajadores expuestos, existiendo mas que nada investigaciones hacia la poblacion infantil.

1.2 Antecedentes:

El tema de los plaguicidas y su relacion con el deterioro cognitivo es un tema muy complejo pese
a lo estudiado que es, ya que si bien existen multiples estudios que demuestran una relacion entre
el deterioro cognitivo con la exposicion a distintos plaguicidas es dificil identificar con certeza la
consecuencia neuroldgica de cada tipo de plaguicida para poder determinar entonces la relacion
entre los organofosforados y el deterioro cognitivo, esto se refuerza con disonancias en los

resultados entre varios estudios similares.
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En 2005, se realiz6 estudio sobre una poblacion de mexicanos, divididos entre el grupo a analizar,
conformado por 17 trabajadores laboralmente expuestos pertenecientes a una industria de
fabricacion de pesticidas, y dos grupos control compuestos por individuos no expuestos
laboralmente e individuos sin aparente exposicion directa de la misma industria, con la finalidad
de relacionar la exposicién cronica a organofosforados y el deterioro cognitivo, asi como la
neuropatia periférica. Este estudio identifico como resultado una asociacion entre el deterioro de
las funciones cognitivas con la cantidad de tiempo expuestos a organofosforados, donde quienes
obtuvieron resultados positivos al deterioro cognitivo fueron aquellos que se encontraban en
contacto directo con insecticidas con un promedio de 15.7 afos de antigiiedad, este estudio sugiere
que existe un dafio cognitivo acumulativo a la constante exposicion a los organofosforados (De

Los Rios et al., 2005).

Otros estudios mas recientes han mostrado resultados similares. En 2017, Wongta y colaboradores
hicieron un estudio sobre una providencia principalmente agricola ubicada en el Norte de
Tailandia, donde tras analizar a 98 participantes residentes de la zona entre los 25 y 70 afios, se
encontro una correlacion positiva entre el deterioro cognitivo y la exposicion elevada a pesticidas
organofosforados, obteniendo que aquellos individuos con una exposicion a pesticidas de un 70%
de su horario laboral tuvieron 5 veces mas posibilidades de presentar deterioro cognitivo que
aquellos individuos que tuvieran una exposicion de 20% o menor de su horario laboral (Wongta et
al., 2023), estos resultados confirma la idea de la relacion entre una exposicion elevada a pesticidas
con una mayor cantidad de casos con deterioro cognitivo, sin embargo al no tomar en cuenta la
antigiiedad laboral de los trabajadores se desconoce si la diferencia en el desempefio cognitivo se

ve afectada por dafio acumulativo debido a exposicion cronica.
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Sin embargo, existen estudios con resultados que sugieren que no existe una diferencia
significativa entre el deterioro cognitivo y la intensidad de exposicion a los organofosforados. Otro
estudio en Asia, realizado entre 2015 y 2017 sobre una poblacion de 169 trabajadores relacionados
a la agricultura o agronegocios de la providencia de Gangwon-do en Corea del Sur, donde a dichos
trabajadores se les clasifico entre aquellos que tuvieron mayores niveles de intensidad e indice de
exposicion acumulativa como exposicion directa y aquellos con menores como exposicion
indirecta, y si bien el grupo que tenia una mayor exposicion a pesticidas tuvo una tendencia a una
mayor frecuencia de casos de deterioro cognitivo no se encontr6 una correlacion estadisticamente
significativa entre los casos de deterioro cognitivo y los niveles de intensidad, el indice de
exposicion acumulativa ni entre la exposicion directa, nula e indirecta, existiendo solamente una
diferencia significativa entre si eran agricultores o no y si usaban pesticidas o no. Estos resultados
mas la diferencia estadistica del deterioro cognitivo en relacion con la edad sugirieron como una
posible conclusion, la hipotesis de que la exposicidon cronica a pesticidas incremente el deterioro

cognitivo conforme aumenta la edad de los individuos (Kim et al., 2019).

Por otro lado, existen diversos estudios que demuestran dafio genotoxico causado a células,
principalmente sanguineas, causado por distintos plaguicidas, dentro de este tipo de dafio los
principales marcadores para distintos estudios han sido los ensayos cometas, estudios de
microndcleos y aberraciones cromosomicas, que si bien pueden hacerse en cualquier célula
sanguinea han existido estudios que demuestran que el principal dafio genético ocurre en los
linfocitos. Esto se puede observar tanto dentro de estudios in vitro sobre linfocitos de ratas
expuestas a pesticidas organofosforados donde el resultado fueron linfocitos con ADN dafiado
debido a la oxidacion de purinas (Ojha & Srivastava, 2014), como en estudios enfocados al efecto

sobre humanos por uso ocupacional de pesticidas organofosforados.
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Algunos estudios evidencian la importancia del enfoque sobre los linfocitos para la investigacion
de dafno genotoxico, como el estudio de Rosales de 2015 que se enfoco en los tres marcadores
genotoxicologicos mencionados anteriormente en una poblacion de 59 agricultores con un grupo
control de 50 personas no expuestas, donde se encontraron diferencias significativas entre ambos
grupos de individuos en las aberraciones cromosomicas y los microntcleos de los linfocitos
aislados y preparados, mientras que no existio una diferencia significativa entre ambos grupos en
los resultados de los ensayos cometas realizados sobre una muestra general de sangre (Rosales,
2015). Este estudio demuestra una principal afectacion a los linfocitos, lo cual se refuerza por otros
estudios donde se realizaron ensayos cometas a linfocitos encontrando diferencias significativas
como en el caso del estudio realizado en Bolivia por Larrea y colaboradores en 2010 sobre una
poblacion de 118 agricultores y 80 participantes del grupo control donde se analizé el dafio
genotdxico a linfocitos por medio de un ensayo cometa para demostrar la relacion de este dafio
con la exposicion a pesticidas, donde mas de un 70% de los participantes habian sido expuestos a
pesticidas de tipo organofosforado. Se obtuvieron como resultados, ademas de una correlacion
estadisticamente significativa entre la genotoxicidad en agricultores expuestos en relacion con los
controles, que los individuos expuestos a organofosforados o mezclas de estos tuvieron un dafio
genotoxico significativamente superior, tanto por medio del estudio cometa como analisis de
micronucleos, a diferencia de quienes estuvieron expuestos a otro tipo de plaguicidas. Este estudio
también demostrd que los trabajadores con una antigiiedad de exposicion superior tuvieron mayor
dafo genotdxico, observando valores significativos elevados en aquellos que tuvieran mas de 20
afios trabajando con plaguicidas (Larrea Poma et al., 2010), corroborando la idea de un dafio

cronico acumulativo.
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1.3 Justificacion

Es conocido que los pesticidas son hechos con una intencion toxicologica para detener o eliminar
plagas, y pensados con un nivel de toxicidad no tan elevado para permitir la manipulacion de estos
con un debido cuidado, y del mismo modo se ha demostrado la importancia del uso de estos para
permitir una produccion incrementada en el sector agropecuarios para cumplir tanto con las
demandas econémicas como las necesidad de la poblacion, generando una amplia variedad de
empleos, empleos que tendran cierta relacion con los pesticidas, lo cual desemboca en un uso
comun que conlleva numerosos casos de intoxicacion tanto aguda por un mal manejo de los

pesticidas, como crénica por un manejo mas constante de estos.

Los pesticidas como los organofosforados pueden generar intoxicacion aguda, caracterizada por
los sintomas del sindrome colinérgico, intoxicacion intermedia o sindrome intermedio,
caracterizado por aparicion de sintomas tardios a una exposicion en comparacion a la intoxicacion
aguda, e intoxicacion tardia o neurotoxicidad tardia caracterizada por un conjunto de sintomas que
como su nombre lo indican afectan principalmente al sistema nervioso. Si bien los sintomas mas
claros de la neurotoxicidad tardia son aquellos fisicos como manifestaciones sensoriales o del
sistema motor, existe evidencia de multiples estudios para asociar una exposicidon cronica con
sintomas y enfermedades psiquidtricas e incluso alteracion o inicios de enfermedades

neurodegenerativas y neurologicas.

México basa una gran parte de su economia en actividades del sector agropecuario, el area del
noroeste es una de las areas ejemplo donde se llevan a cabo bastantes actividades agricolas donde
se hace uso de pesticidas, y si bien es de esperar un uso responsable y cuidados adecuados por
parte de las empresas que manejan estas actividades, hay varias investigaciones que sefialan lo

contrario, donde no hay suficiente capacitacion del personal, no existen instalaciones para cuidado
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de la higiene de estos, e incluso no se les brinda equipo de proteccion o para el manejo de
pesticidas, generando diferentes situaciones que son factores de riesgo para intoxicaciones

ocasionadas por plaguicidas.

Por estas razones es necesario realizar mas estudios que denoten las diferentes consecuencias
negativas del uso de pesticidas sobre personas que entren en contacto con ellos, tanto a poblacion
que tuvo contacto de corto como largo plazo, asi como en poblaciones que tienen diferente tipo de
contacto, tanto directo como indirecto, con enfoque a diferentes edades o sistemas/6rganos o
parametros bioldgicos afectados. Con la finalidad de juntar suficiente evidencia para promover un
cuidado mas rigurosas en el uso de pesticidas, como generar conciencia en toda la poblaciéon y

cuidar especialmente a los sectores de la poblacion rural que son los mas vulnerables.

Este estudio se suma a esta necesidad colectiva de recolectar informacion sobre la exposicion
cronica en una poblacion bastante estudiada como lo es la directa, con una poblacidon poco
estudiada como la indirecta, donde ademas se hace un enfoque poco comun que es la correlacion
del desempefio cognitivo con el dafio genotdxico, y en un area donde hacen falta mayor cantidad

de investigaciones, como lo es México, especificamente al area noroeste.

1.4 Hipotesis

La exposicion cronica directa e indirecta a pesticidas organofosforados sin un adecuado cuidado
genera consecuencias a nivel molecular y celular ocasionando gafio genético, inhibicion de
actividad enzimatica de las colinesterasas y niveles anormales del factor neurotrofico, lo cual se

ve reflejado a nivel desempefio cognitivo.
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L.5 Objetivo general

El objetivo de este estudio es determinar los impactos cognitivos y genéticos por la exposicion a
pesticidas en individuos expuestos directa (es decir, trabajadores agricolas) e indirectamente (es
decir, residentes de areas agricolas). Para ello, se realizaran evaluaciones cognitivas de memoria,
atencion, funcién ejecutiva, lenguaje y praxis de construccion visual en dos grupos con diferentes
grados de exposicion a plaguicidas: directa e indirecta, asi como detectar el dafio al ADN por
medio de estudios cometas a estos mismos grupos. También se realizaran correlaciones de los
resultados de cognicion con la actividad enzimatica de las colinesterasas sanguinea y plasmatica,

considerandolos como biomarcadores para el impacto de pesticidas.

1.6 Objetivos especificos

e Determinar el grado de deterioro cognitivo mediante instrumentos neuropsicologicos en
voluntarios de poblaciones rurales y poblaciones urbanas de Baja California.

e Determinar el factor neurotropico derivado del cerebro; por la probable correlacion de estos
biomarcadores en el deterioro cognitivo.

e Determinar la actividad enzimadtica de la acetilcolinesterasa para determinar el grado de
inhibicion mediante kit comercial en voluntarios de poblaciones rurales de Baja California.

e Determinar la serie roja de cada paciente mediante citometria de flujo para determinar la
actividad especifica de la acetilcolinesterasa.

e Determinar la actividad enzimdtica de la butirilcolinesterasa mediante un ensayo
colorimétrico para determinar el grado de contaminacion de los voluntarios.

e Determinar el grado de dafo al ADN mediante el Estudio Cometa sobre linfocitos para
determinar la genotoxicidad en voluntarios de poblaciones rurales de Baja California que

han estado en contacto directo e indirecto con plaguicidas organofosforados.
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Realizacion de analisis estadisticos correlacionando el impacto ambiental entre los dos
grupos poblacionales mediante la correlacion de los resultados de las evaluaciones de
cognicidon con la actividad enzimatica de las colinesterasas junto con los valores de la
bioquimica clinica de los agricultores y la serie roja.

Realizar anélisis estadisticos correlacionando el impacto ambiental entre los dos grupos
poblacionales mediante la correlacion de los resultados de las evaluaciones de cognicion

con la genotoxicidad observada en células linfocitos de los voluntarios observados.
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CAPITULO II. TEORIA GENERAL
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I1.1 Pesticidas

I1.1.1 Definicion y clasificacion de los pesticidas

Los pesticidas son definidos segun la Organizacion de Alimentacion y Agricultura, o FAO (food
and agricultura organization) como “cualquier sustancia o mezcla de sustancias de ingredientes
quimicos o bioldgicos destinados a repeler, destruir o controlar cualquier plaga, o regular el
crecimiento de las plantas” (FAO,OMS, 2019), mientas que a una plaga la Organizacion Mundial
para la Salud, OMS, le define como cualquier “especie, variedad o biotipo vegetal, animal o agente
patogeno dafiino para las plantas y productos, materiales o entornos vegetales” (OMS & FAO,

2014).

Existen ademas definiciones especificas adoptadas tanto por la FAO como la OMS para los
plaguicidas que cuenten con recomendaciones y/o restricciones de uso, como los son los
Plaguicidas de Alta Peligrosidad, PAP, los cuales son todos aquellos a los cuales se les reconozca
que representan peligros agudos o cronicos elevados o bien que ocasionen un dafio grave o
irreversible para la salud o el medio ambiente, estos pesticidas generalmente son productos sin
proteccion de patentes, disponibles a bajo costo y aunque suelen estar retirado de la venta en los
paises de ingresos altos, a menudo quedan registrados y siendo vendidos en paises de ingresos
bajos y medios (FAO,OMS, 2019). Los Plaguicidas de uso muy Restringido, son aquellos a los
cuales como medida para proteger la salud o el medio ambiente se les ha sido prohibidos
practicamente en su totalidad pero que se sigan autorizando usos especificos incluyendo productos
que hayan sido retirados del mercado. Y por tltimo estan los Plaguicidas Prohibidos los cuales son
aquellos a los cuales sus usos han sido prohibidos en su totalidad como una medida para proteger
la salud o el medio ambiente, incluyendo aquellos que no hayan sido aprobados o los que hayan

sido retirados del mercado (OMS & FAO, 2014).
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Existen diversas maneras de clasificar a los pesticidas ya sea por su uso o tipo de plaga contra el
que se usa, por su estructura quimica, por su toxicidad o su peligro, por su estado fisico, por su

comportamiento en la planta, por su modo de accion, etc.

Por su vida media se pueden clasificar en permanentes los cuales son productos hechos a partir de
mercurio, plomo o arsénicos; persistentes, con una vida media de varios meses hasta 20 afios, como
el DDT; moderadamente persistentes cuya vida media es de 1 a 18 meses como el paration, y no
persistentes cuya vida media es de menos de 12 semanas, como el malation (Ramirez & Lacasaiia,

2001).

Por su uso principal se pueden clasificar en fungicidas, insecticidas, o herbicidas (Bedman, 2011),
siendo estos los mas comunes, aunque también existen los larvicidas, repelentes, nematicidas,
reguladores del crecimiento de la planta, acaricidas, reguladores del crecimiento de insectos,

moluscicidas, etc. (WHO, 2009).

Por su estructura quimica se pueden clasificar en compuestos arsénicos (AS), carbamatos (C),
compuestos de cobre (CU), compuestos de mercurio (HG), organofosforados (OP), derivados de
triazinas (T), tiocarbamatos (TC), organoclorados (OC), piretroides (PY), derivados del acido

fenoxiacético (PAA), etc (WHO, 2009).

Por su toxicidad existen dos maneras de clasificarlos, por un lado esta la clasificacion dada por la
OMS para los pesticidas segiin su peligrosidad, fabla 1.1 la cual es una actualizacion de la
clasificacion propuesta en 1975, y por otro lado esta la clasificacion en categorias segun el Sistema
Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetado de Productos Quimicos (GHS), tabla 1.2,
donde clasifica a los pesticidas seguin su riesgo de toxicidad aguda. Ambas clasificaciones no son

excluyentes, si no complementarias, por ejemplo, existen pesticidas de diferente riesgo
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toxicoldgico segin la GHS que pertenecen a la clasificacion de extremadamente peligrosos, Ia,

segun la clasificacion de la OMS.

Clasificacion DLso en ratas (mg/kg peso corporal)
Oral Dermica
Solidos Liquidos Soélidos Liquidos
la  Extremadamente peligrosos <5 <20 <10 <40
1b Altamente peligroso 5-50 20-200 10-100 40 — 400
11 Moderadamente peligroso 50-500 200 —-2000  100-1000 400 —4000
i Ligeramente peligroso > 500 > 2000 > 1000 > 4000

Tabla 1.1 Clasificacion de los pesticidas segun su peligrosidad establecida por la OMS (WHO, 2009).

Clasificacion de los criterios

Categoria Oral Dérmico
DLso (mg/kg Declaracion de DLso (mg/kg Declaracion de
peso corporal) peligrosidad peso corporal) peligrosidad

Categorfa 1 <5 Eatal si es <50 Fatal en contacto con la
ingerido piel

Categoria 2 5_ 50 Eatal si es 50200 Fatal en contacto con la
ingerido piel

Categoria 3 50— 300 T(‘)x1co‘51 es 200 — 1000 Toxico en contacto con
ingerido la piel.

Categorfa4 ~ 300-2000 ~ Damnosies a5 5ggo  Peligroso en contacto
ingerido con la piel

Categoria 5 2000-5000 ~  uedeserdaiino a4, 5g9q  Puedeser dafiino en

si es ingerido contacto con la piel

Tabla 1.2 Clasificacion de los pesticidas por el Riesgo de Toxicidad Aguda segun los criterios de la GHS (WHO,
2009).

Una adecuada identificacion de los pesticidas ofrece informacion completa sobre su peligro,
toxicidad, composicion quimica, letalidad, etc., como en el caso de la Clasificacion Recomendada
por la OMS de plaguicidas segun su peligrosidad y Directrices para la Clasificacion de 2009, donde
se separa a los pesticidas segun su peligrosidad en distintas tablas, donde se ofrece informacion
del pesticida tal como su nombre, la categoria a la que pertenece segun la GHS, su uso principal,

su numero de registro CAS, su nimero de Recomendacion de las Naciones Unidas sobre el
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Transporte de Mercancias Peligrosas, su estado fisico, su clasificacion segiin su composicion
quimica y DL50, figura 1.

Table 2. Highly hazardous (Class Ib) technical grade active ingredients in pesticides

Common name CAS no LN Chem Phys  Main  GHS LD, Remarks
no fype  state use mg'kg
Acrolein [C] 107402-8 1092 I H 2 29 EHC 127; HSG 67, TARC 63; ICSC 90

Figura 1. Ejemplo de un pesticida (Acrolein [C]) en la Clasificacion Recomendada por la OMS de plaguicidas
segun su peligrosidad de 2009, donde se observa informacion sobre su estado fisico (L-Liquido), uso principal
(H-herbicida, y su categoria (GHS-2) (OMS, 2009).cién Recomendada por la OMS de plaguicidas segin su
peligrosidad de 2009, donde se observa informacién sobre su estado fisico (L-Liquido), uso principal (H-
herbicida, y su categoria (GHS-2) (OMS, 2009).

I1.1.2 Caracteristicas de los pesticidas

Los pesticidas suelen ser una mezcla de sustancias quimicas con un solo principio activo, aunque
existen también productos comerciales que incluyen mas de un principio activo, siendo estos dos
y raramente tres, con la finalidad de combinar los efectos de dichos principios. Se componen
ademads por ingredientes denominados como inertes por su ausencia de accidén biocida y que
funcionan como excipientes con diferentes funciones que en combinacidn con el o los principios
activos logran una mejor efectividad, las caracteristicas de los pesticidas entonces varian seglin su
composicion, por un lado, y la presentacion o formulaciones de estos, si son concentrados

emulsionables, soluciones, polvos, etc. (Ramirez & Lacasafia, 2001).

Por un lado, los pesticidas OC, formados por atomos de carbono, cloro, hidrégeno y en ocasiones
oxigeno, figura 2 (a), son muy estables en el ambiente con una alta estabilidad fisica y quimica,
son insolubles en agua pero altamente solubles en disolventes organicos y son no volatiles, tienen
una eliminacién dificil tanto en el ambiente, especialmente el suelo, como en el cuerpo humano,
de manera que su estructura quimica les facilita su persistencia ambiental y lenta biodegradabilidad

siendo de los pesticidas con mayor riesgo de contaminacion de los suelos, y por su alta lipofilicidad
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suelen acumularse en el tejido subcutaneo de la piel (Puerto et al., 2014; Ramirez & Lacasafia,

2001).

Los pesticidas C, con un origen que los puede clasificar en derivados de esteres cabamatados,
derivados del &cido tiocarbamico, o tal cual carbamatos, figura 2 (b), son compuestos
relativamente inestables y con cierta selectividad, en el cuerpo humano tienen una degradacion por
oxidacion con metabolitos finales hidrosolubles que pueden excretarse por la orina y heces
(Ramirez & Lacasafia, 2001) en el ambiente debido a la degradacion microbiana se generan

residuos con un tiempo corto de persistencia ambiental (Puerto et al., 2014).

cl
b O
Y Cl Cl ) Il 9 0 H 9
R1\ /C\ /R2 )J\/N P,
@) |}| HO ~\ OH
R3 OH
o] Cl

Figura 2. Ejemplos de la estructura de tres tipos de pesticidas diferentes. a) Estructura del organoclorado dicloro
difenil tricloroetano conocido como DDT. b) Estructura base de todos los pesticidas carbamatos ¢) Estructura del
organofosforado glifosato.ctura de tres tipos de pesticidas diferentes.

Por ultimo, los pesticidas OP son ésteres, amidas o tioles derivados del acido fosférico, fosfonico
y fosfortoico, figura 2 (c), se caracterizan por una degradacion por oxidacion e hidrolisis, una
descomposicion de relativa facilidad, y con metabolitos finales solubles en agua, poco acumulables
en el cuerpo humano, y menos persistentes y en el ambiente en comparacion con los OC, aunque
también son mas toxicos que estos (Puerto et al., 2014; Ramirez & Lacasana, 2001).

I1.1.3 Efectos sobre la salud y toxicidad

El momento en que un plaguicida tiene un efecto toxico sobre el cuerpo humano afectando a la
salud, es cuando se superan los grados de exposicion considerados como seguros, los cuales varian

de la via y sistemas expuestos, por ejemplo, la toxicidad dérmica requiere de dosis mayores que la
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toxicidad aguda (Puerto et al., 2014), ademas de la via de exposicion la variacion en los efectos
negativos y la gravedad de estos, dependen de otros factores como el tiempo de exposicion, la
cantidad de exposiciones, el tipo de exposicion, o bien el tipo de pesticida al que se expongan y la
proteccion o medidas de seguridad que se tome cuando se expongan a estos, sin embargo por el
uso extendido de pesticidas a lo largo del mundo y la contaminacion y persistencia ambiental que
esto conlleva, que no existe ningun segmento de la poblacion que no haya sido expuesta a los

pesticidas y a sus efectos sobre la salud (Ramirez & Lacasana, 2001).

Los plaguicidas pueden entrar al cuerpo humano 3 vias dependiendo de la presentacion en que se
encuentren o la dispersion de estos en el ambiente: pueden encontrarse en el aire inhalado y entrar
por la via respiratoria, pueden encontrarse en la comida o en el agua que se ingiere e ingresar por
la via digestiva, al igual que al encontrarse en estos productos pueden tener contacto piel e ingresar
via dérmica, contando también a la poblacion que utilicen pesticidas en cualquiera de sus
presentaciones (soluciones, polvos, espray, nebulizadores, etc.) sin una debida proteccion y

generando el ingreso por las mismas vias anteriormente mencionadas (Puerto et al., 2014).

Existen varias clasificaciones de los patrones de exposicidon reconocibles, por un lado, se encuentra
la exposicion directa (ED) e indirecta (EI); la Exposicion ocupacional y ambiental; y por Gltimo la
exposicion aguda y conica. Estos patrones de exposicion no son excluyentes entre si, mas bien
pueden usarse para tener una descripcion mas completa de la causa de la intoxicacion que sufra
una poblacion. Por ejemplo, respecto a exposicion ocupacional, se hace referencia a la poblacion
que entra en contacto debido a razones de trabajo, ya sean trabajadores de la industria quimica que
fabrican plaguicidas (mezcladores, transportistas, manufactureros, almacenistas, etc.), o los
trabajadores del campo (fumigadores y quienes recogen los cultivos que fueron previamente

tratados con pesticidas), este tipo de poblacion tiene también una exposicion directa, y suelen tener
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una mayor probabilidad de exposicion e intoxicacion aguda que otros grupos de exposicion, debido

al contacto continuo, intenso y repetitivo durante la jornada laboral (Ramirez & Lacasafia, 2001).

Por otro lado, la exposicion ambiental es una fuente primordial para la exposicion a plaguicidas
de una poblacion Depende de la contaminacion ambiental por pesticidas que puedan permanecer
en el agua, suelo o viento a partir de la actividad agricola, sabiendo que de los pesticidas aplicados
en la industria agricola un 47% se deposita en el suelo y agua o se dispersa en la atmoésfera

(Ramirez & Lacasafa, 2001).

Aunque la exposicion ocupacional suele vinculares a la exposicion directa, también hay quienes
tienen una exposicion ocupacional indirecta, como lo pueden ser trabajadores en la industria
quimica de fabricacion de plaguicidas que trabajen en el area de recursos humanos, administracion
o sistemas, que no tienen un contacto directo pero al encontrarse en la misma area pueden tener un
contacto indirecto, o bien aquellos trabajadores del campo que no tienen contacto con los cultivos,
ni pesticidas, como los cuidadores de las guarderias propias de la industria agricola (Puerto et al.,

2014).

La exposicion cronica es aquella exposicion a bajas dosis de pesticidas por periodos de tiempo
prolongado, desde distintas fuentes y por distintas vias, este tipo de exposicion es la que afecta a
la poblacion general (Ramirez & Lacasafia, 2001) y tiene como consecuencia la intoxicacion
cronica, la cual se ve caracterizada por enfermedades o manifestaciones no localizadas y de distinto
indole, generalmente degenerativo. Por su parte la exposicion aguda es una exposicion durante un
corto periodo de tiempo y de manera mas directa a los pesticidas, lo cual genera una alta ingesta o
contacto con los pesticidas, provocando intoxicaciones agudas, las cuales son aquellas que tienen
efectos sistémicos o localizados de manera casi inmediata a la exposicion directa que ha sido dada

sin una adecuada proteccion o por algin accidente (Puerto et al., 2014). La exposicion aguda a
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bajos niveles puede tener sintomas como fatiga, dolor de cabeza o de extremidades, mientras que
algunos otros sintomas dependen de la via, por ejemplo la intoxicacion por via oral suele presentar
sintomas como nauseas, vomitos o diarrea, por su parte una exposicion por via respiratoria puede
causar problemas directos sobre los pulmones y en casos extremos, pueden llegar a fallar 6rganos
como el corazon, los pulmones y los rifiones, llegando incluso a la muerte (Fundacion Heinrich

Boll et al., 2023).

La toxicidad crénica, se ve mayormente relacionada a trastornos como el cancer, problemas
reproductivos, o alteraciones del sistema neuroldgico, endocrino, € inmunoldgico (Puerto et al.,
2014), existiendo multiples estudios que aportan pruebas sobre la relacion de la exposicion cronica
a pesticidas y el riesgo de enfermedades como el Parkinson, la leucemia, el cancer de higado y de
mama, la diabetes tipo 2, el asma, las alergias, la obesidad y trastornos hormonales, ademas de que
en caso de contacto con pesticidas durante embarazos se han observado anomalia congénitas y
nacimientos prematuros (Fundacién Heinrich Boll et al., 2023).

I1.1.4 Intoxicacion por organofosforados.

En el caso especifico de los pesticidas OP la intoxicacion se ve relacionada por el metabolismo de
sus compuestos durante el cual se provoca la inhibicion de enzimas, principalmente la
acetilcolinesterasa (AChE) la cual se logra por una union irreversible a las AChE encontrada en
sangre, sistema nervioso central (SNC) y sistema nervioso periférico (SNP), generando sintomas
que pueden durar hasta que se regenere la enzima aproximadamente en 3 meses, aunque también
pueden inhibir a la esterasa neurotoxica NTE encontrada en el cerebro, médula espinal, SNP,
corazon, bazo y linfocitos provocando una intoxicacion conocida como polineuropatia retardada

(Pino Vazquez & Brezmes Raposo, 2021).
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Los OPs actuan directamente sobre la AChE por la fosforilacion del grupo hidroxilo presente en
el sitio activo de la enzima, los OP pierden un grupo sulfuro, el cual es reemplazado por oxigeno
formando asi union estable que puede hacerse irreversible inhabilitando de este modo a la enzima,
las cuales se encuentran presentes en el sistema nervioso central, periférico, la unién
neuromuscular y los eritrocitos (Saborio Cervantes et al., 2019), provocando asi un efecto sobre
estos debido a que la acetilcolina al no metabolizarse se acumula en las uniones colinérgicas
neuroefectora, teniendo efectos muscarinicos como vision borrosa, broncoespasmo, diaforesis,
nauseas, vomito, colico abdominal, bradicardia, diaforesis etc.; en las uniones mioneurales del
esqueleto y los ganglios autonomos, teniendo efectos nicotinicos como calambres, debilidad,
hiperglicemia, vasoconstriccion periférica; o bien en el SNC provocando efectos sobre este mismo,
como ansiedad, confusion, irritabilidad, depresion respiratoria, convulsiones, entre otros

(Fernandez A et al., 2010) .

Por su tiempo de efecto tras la exposicion varios autores clasifican los efectos toxicos de los OP

en tres principales: crisis colinérgica inicial, sindrome intermedio y polineuropatia tardia.

En la crisis colinérgica inicial, los sintomas aparecen de minutos a horas, por una
sobreestimulacion de los receptores nicoticos y muscarinicos del SNC y SNP teniendo por ende
sintomas muscarinicos, nicoticos y del SNC y ocasionando vomitos si es ingerida, sudoracion si
entro en contacto con la piel, y sintomas respiratorios u oculares si es aspirada (Saborio Cervantes

etal., 2019).

El sindrome intermedio, el cual ocurre en pacientes con inhibiciéon prolongada de la AChE
(Fernandez A et al., 2010) ocurre entre las 24 y 96 horas, aunque algunos autores consideran que
pueden aparecer sintomas hasta el 6to dia tras la exposicion y puede persistir durante varios dias.

Se caracteriza por ausencia de sintomas colinérgicos, y presencia de debilidad y paralisis de los
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musculos respiratorios como los intercostales y el diafragma pudiendo producir insuficiencia
respiratoria (Pino Vazquez & Brezmes Raposo, 2021). Este sindrome es la principal causa de
mortalidad por OP, esto puede deberse a que de los pacientes que sufren intoxicacion por OP de
un 10-40% sufren de este sindrome, y aunque las alteraciones pueden resolverse transcurridas dos
0 tres semanas es necesario un soporte ventilatorio adecuado durante 7 a 21 dias y un tratamiento

farmacologico (Saborio Cervantes et al., 2019).

Por ultimo, la neuropatia retardada, presentada principalmente en los compuestos que contienen
fluor, se produce tras 7 dias o hasta 4 semanas tras la exposicion al pesticida, debido a la inhibicion
de la NTE y al incremento del Ca2 intracelular por alteracion de la enzima calcio-calmomodulina
quinasa, generando una degeneracion axonal que culmina en sintomas principalmente motores,
aunque también existen manifestaciones sensoriales que afecten a los musculos distales
provocando debilidad, hipotrofia muscular, calambres, dolor neuropatico, hipoestesia, etc.,
pudiendo tener una recuperacion total o parcial con una adecuada rehabilitacion tras 6 a 12 meses

(Fernandez A et al., 2010).

Vinculado a los OP se encuentra también alteraciones neurologicas cronicas inespecificas,
hepatitis, pancreatitis, insuficiencia renal aguda, acidosis metabdlica, hipocalemia, leucocitosis,
(Pino Vazquez & Brezmes Raposo, 2021), lesion miocéardica que puede darse tras varios dias tras
la exposicion debido a inflamacion intersticial, miocarditis o pericarditis, y se ve manifestado en
arritmia, insuficiencia cardiaca, shock cardiogénico y muerte subita, aunque no es una causa
importante de mortalidad asociada a OP, la lesiéon al miocardio puede venir en conjunto con
disritmias ventriculares, prolongacion del periodo QTc y Torsade de Pointes (Orias-Vasquez,
2020). Ademas, existen varios estudios que muestran evidencia para asociar la exposicion cronica

a OP con enfermedades psiquidtricas y sintomas extrapiramidales como psicosis, ansiedad,
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alucinaciones, agresividad, trastornos del desarrollo psicomotor en nifios (Ferndndez A et al.,

2010).

I1.1.5 Factores de riesgo de exposicion durante el uso de pesticidas.

Existen diversos factores de riesgo de exposicion durante el manejo y uso de pesticidas, los cuales
pueden variar segun el pais, pues en paises de ingresos altos no solo es menor el porcentaje de
poblacion trabajando en la agricultura a comparacion de los paises de ingresos bajos donde la
poblacion dedicada a la actividad agricola suele ser superior, si no que la educacion limitada, la
pobreza, la poca capacidad institucional para formar a los agricultores y la poca exigencia para
hacer cumplir la legislacion sobre plaguicidas suelen ser los factores que mas se observan en los
paises de bajos ingresos lo cual suele crear situaciones donde la poblacion trabajadora se expone
a mayores riesgos al momento de realizar actividades relacionadas a los pesticidas (FAO,OMS,
2019) , estos problemas se magnifican al considerar que la poblacion expuesta a mayores niveles
de pesticidas ambiental y ocupacionalmente en los paises de recursos bajos o medios, como lo
puede ser México, suelen ser en gran parte grupos vulnerables de bajos recursos o con educacion
limitada los cuales necesitan de una adecuada capacitacion sobre el uso de compuestos quimicos

y especialmente sobre la prevencion de accidentes laborales (Herrera Moreno et al., 2018b).

Por otro lado, los paises de bajos ingresos tienen mayor dificultad para adquirir equipos de
proteccion personal especialmente el equipo usado para los PAP, esto debido a los altos costos o
que no se encuentran disponibles en los paises, por ellos se suelen adquirir equipo de proteccion
de baja calidad o no apropiados para los plaguicidas que se utilizan. Algo similar ocurre en el caso
de los equipos de aplicacion que suelen ser menos sofisticados en los paises de ingresos bajos y
medios o no estan regulados, los cual puede afectar la calidad de estos. El costo de ambos tipos de

equipo (de proteccion y aplicacion), puede generar situaciones como impedir el reemplazo
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oportuno equipo dafiado, un mantenimiento nulo o inadecuado y un almacenamiento no apropiado
para la seguridad, propiciando asi un equipo en mal estado con fugas o mala calibracion en el caso

de los equipos de aplicacion (FAO,OMS, 2019).

Si bien existen legislaciones que hacen responsables a las empresas que contratan a los trabajadores
agricolas expuestos a los pesticidas a brindar capacitacion, instalaciones apropiadas para la
higiene, material de trabajo y protecciéon con un mantenimiento pertinente, diversos estudios
evidencian la falta de cumplimiento de muchas empresas a sus responsabilidades con los
trabajadores en distintas areas de México. Por ejemplo, un estudio realizado en 2019 en los Altos
de Chiapas encontrd que no se dio capacitacion formal sobre el manejo de plaguicidas a los
trabajadores los cuales tienen conocimiento sobre el uso de pesticidas a partir de familiares,
conocidos o por observacion, desconociendo una gran parte de los usuarios el significado de los
colores de las etiquetas de los productos (Bernardino-Hernandez et al., 2019) mientras que en otro
estudio realizado en 2019 en la Comarca Lagunera, también en México, denotd que menos de la
mitad de los trabajadores que participaron en el estudio habian recibido capacitacion sobre el uso
de agroquimicos (Esquivel-Valenzuela et al., 2019), y respecto a la proteccion en ambos estudios
se demostrd que el equipo usado no era adecuado, siendo que en el estudio de Chiapas la mayoria
de trabajadores no portan ninguna clase de proteccion usando ropa cotidiana y quienes si lo hacen
utilizan bolsas de plastico en sus manos y espalda, algunos pocos usan pafiuelos para cubrir su
boca, o botas de plastico, mientras que las mujeres en el area de SPH utilizan falda de lana y
sandalias de plastico siendo ocasionalmente alguna la que utilice botas de plastico, mientras que
en el estudio de la Comarca lagunera solo el 25% de los trabajadores cuentan con equipo de
proteccion personal, sin embargo el 100% aplica pesticidas sin dicho equipo debido a la

incomodidad que estos le proporcionan (Bernardino-Hernandez et al., 2019; Esquivel-Valenzuela
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et al., 2019). Finalmente, respecto habitos se encontraron algunos saludables como lavarse las
manos después de preparar y/o aplicar plaguicidas, cambiar su ropa y bafiarse después de la jornada
de trabajo eran habituales al mismo tiempo que lo era el consumo de los alimentos cerca de la
parcela, que algunos trabajadores laven su ropa de trabajo sucia una o dos veces por semana, y
otros duerman con su ropa de trabajo si se quedaban en las parcelas siendo estos habitos,
encontrados en ambos estudios, los que exponen mayormente a los plaguicidas aumentando el
riesgo de intoxicacion. El resultado de estas practicas es evidente cuando se encontrd que al menos
3 de cada 10 agricultores de la Comarca lagunera han tenido una intoxicacion por plaguicidas, y
el 50% de floricultores y 20% de agricultores de los Altos de Chiapas han experimentado al menos
cuatro sintomas de intoxicacion aguda por pesticidas (Bernardino-Hernandez et al., 2019;

Esquivel-Valenzuela et al., 2019).

I1.2 Sistema nervioso y cognicion

I1.2.1 Sistema nervioso colinérgico y neurotransmision

El termino colinérgico se relaciona directamente con la acetilcolina, de manera que el sistema
colinérgico hace referencia a todas las estructuras que participan en la sintesis, secrecion y

eliminacion y reabsorcion de la acetilcolina, entre los cuales se encuentran la acetilcolina, la
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enzima acetiltransferasa de la colina o acetilcolintransferasa (AChT), la enzima acetilcolinesterasa
o esterasa de acetilcolina (AChE), los receptores muscarinicos (mAChR) y los receptores
nicotinicos (nAChR), asi como las estructuras celulares que contentan estas enzimas y receptores.
La acetilcolina (Ach) es uno de los neurotransmisores mas importantes del sistema nervioso
autébnomo, y es el principal neurotransmisor excitatorio de la porcidén no esfinteriana del Sistema
Nervioso Enterérico, entre las actividades relacionadas a la ACh esta la contraccién muscular
donde se incluye el peristaltismo, la secrecion de agua y electrolitos y el estimulo de las células

gastricas (Costa, 2005).

Forman parte del sistema colinérgico el sistema nervioso parasimpatico por completo, las uniones
neuromusculares, las neuronas preganglionares tanto del sistema nervioso simpatico como
parasimpatico, figura 3, (Costa, 2005) y ciertos componentes del cerebro como neuronas
colinérgicas y vias cerebrales, y de la médula espinal, como neuronas. Las neuronas colinérgicas
son muy variadas tanto en distribuciéon como en morfologia, existen como interneuronas (neuronas
de axones cortos) en el estriado donde establecen relaciéon funcional con las neuronas
dopaminérgicas (relacionadas con la dopamina, neurotransmisor adrenérgico), en los ntcleos de
los pares craneales y en la medula espinal. Existen multiples vias cerebrales colinérgicas, figura 4,
algunas mas difusas que otras, como las de axones largos. Una de las vias que tiene mayor
importancia, pues influye en el sistema de recompensa, sale de la base del cerebro anterior, con
cuerpos celulares que se encuentran en el septum, la banda diagonal de broca, pallidum ventral y
nucleo basal de Meynert, se extiende hasta el bulbo olfativo, corteza e hipocampo, y una afectacion
sobre esta via puede provocar disfunciones cerebrales como demencia, alguna variante de
Parkinson, y Alzheimer. Otra segunda via cerebral de la cual se discute la relevancia en

enfermedades neurodegenerativas, tiene sus cuerpos neuronales ubicados en la zona del
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mesencéfalo y del nucleo tegmental lateral, los axones de esta via inervan el talamo hipotalamo y

todos los nucleos del cerebro medio, la habénula (Flores Soto, 2005).

Corteza parietal

Corteza t
frontal

Corteza occipital

. e
- .

Nicleos de séptum

Figura 4. Distribucion de las distintas
vias cerebrales colinérgicas. (Flores
Soto, 2005).

Nicleos basales Locus Ceruleus

Hipocampo y amigdala
Corteza Temporal Tronco del encéfalo

La sintesis de la acetilcolina ocurre en la terminacion presinaptica, mediante la acetilacion de la
colina con acetil-coenzima A (acetil-CoA), dicha ocurre gracias a la enzima AChT. Esta reaccion
se da en su mayor parte en el axoplasma, y posterior a la sintesis, la ACh es transportada a las
vesiculas donde se almacena hasta su liberacion al espacio sinaptico, donde puede actuar sobre sus
receptores, lo cual permite la induccidn cambios bioquimicos y eléctricos en la célula postsinaptica
segun el receptor y la forma en que se encuentre sincronizado con los sistemas de transduccion, o
puede ser eliminada por medio de una hidroélisis catalizada por la enzima acetilcolinesterasa AChE,
la cual se encuentra presente en la hendidura sinaptica, generando iones de acetato y colina,. Esta

colina es transportada en su mayor parte hacia el interior de la neurona presinaptica mediante
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transporte activo para ser reutilizada para sintetizar mas ACh, figura 5, aunque una parte minima
se difunde hacia liquidos vecinos y plasma donde se metaboliza por una colina esterasa plasmatica

conocida como pseudo-colinesterasa (Costa, 2005; Flores Soto, 2005).
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Los receptores de ACh que se encuentran en la membrana postsinaptica se pueden dividir en dos
tipo: los receptores nicotinicos o canales operados por ligando, encontrados en uniones sinapticas
de neuronas pre y postgangliares tanto del sistema nervioso simpatico como del parasimpatico, los
cuales permiten la apertura de canales i6nicos al unirse el neurotransmisor, su actividad consiste
en dejar entrar a una gran cantidad de iones lo cual genera un cambio en el potencial de membrana
generando una respuesta celular inmediata, cuando estos receptores son estimulados se producen
respuestas excitatorias de ambos sistemas en donde se encuentra (simpdatico y parasimpatico)
aunque predomina el efecto simpatico como hipertension y taquicardia por la liberacion de
adrenalina y noradrenalina de la médula suprarrenal; y los receptores tipo muscarinicos,
encontrados en neuronas postgangliares del sistema nervioso parasimpatico del corazén y del
musculo liso de todo el organismos los cuales interactiian con las proteinas unidas a nucleétidos
de guanina, es decir, proteinas G, este tipo de receptores tienen una gran variedad de acciones
intracelulares segun el tipo de proteina G con la que estén acoplados como activacion/inhibicion

de diversas vias de mensajeros intracelulares o segundos mensajeros, la estimulacion de estos
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receptores produce bradicardia, broncoconstriccion, miosis, salivacion, hipermotilidad
gastrointestinal junto a un aumento de secrecion de acido gastrico entre otras cosas (Costa, 2005;

Flores Soto, 2005).

I1.2.2 Colinesterasas: Acetil y butirilcolinesterasa

Las colinesterasas son enzimas tipo esterasas que se encargan de hidrolizar las uniones ésteres de
la acetilcolina con la finalidad de evitar una posible desensibilizacién del receptor por una
presencia mantenida. Existen dos tipos de colinesterasas en el cuerpo: la acetilcolinesterasa AChE
que se encuentra en las sinapsis colinérgicas (ganglios, placas neuromotoras) a nivel presinaptico
y postsinaptico ademds de en eritrocitos, por otro lado, la butirilcolinesterasa BChE, principal
colinesterasa en células gliales cercanas a la sinapsis, conocida también como pseudocolinesterasa,

colinesterasa plasmatica o colinesterasa tipo S (Fernandez Prieto et al., 2011; Sanabria et al., 2017).

La AChE se sintetiza en el musculo bajo la placa terminal y se segrega desde el musculo
permaneciendo unida por filamentos de coldgeno a la membrana basal, puede encontrarse como
forma simple (mondémeros, dimeros y tetrametros) unidas a la membrana plasmatica de la placa
motora, mientras que las formas complejas (tres tetrameros unidos por un filamento) se encuentra
en la ldmina basal externa de la sinapsis (Fernandez Prieto et al., 2011). Tiene una alta actividad
catalitica siendo capaz de degradar aproximadamente 25 mil moléculas de ACh por segundo, un
proceso que se divide en dos etapas, primero se forma un intermediario acil-enzima por una unién
covalente entre el grupo acilo y la serina del centro activo, luego se libera el grupo acilo (Lopez-

Duran et al., 2018).

Ademas del papel de la AChE de inactivar a la ACh para finalizar los impulsos de la
neurotransmision y facilitar el control temporal de la contraccion muscular se ha encontrado que
esta enzima tiene influencia en diversas funciones celulares, como la apoptosis o la regulacion
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celular (Lopez-Durén et al., 2018). Park y compatfiia en 2004 y 2008 con sus experimentos sobre
la apoptosis encontraron que la regulacion positiva de la AChE es observable en la apoptosis,
donde la AChE tras la interaccion con la caveolina-1 interacciona con el citocromo C para la
formacion del apoptosoma, observando que en células donde no se haya formado la interaccion
AChE-caveolina-1 no se formo apoptosoma y que durante la apoptosis los niveles de AChE se ven
incrementados (Park et al., 2008); En 2008 Xiang y compaiiia estudiando la proliferacion celular
del células del intestino encontraron que durante la fase del ciclo celular M la AChE se ve regulada
positivamente, brindando evidencia de la relacion entre la expresion de esta enzima con la
diferenciacion celular asi como la importancia de su actividad enzimadtica observando que la ACh
puede mejorar la proliferacion por su sobreestimulacion en los receptores colinérgicos (Xiang et

al., 2008).

La BChE se sintetiza en exceso los hepatocitos y estd presente en la mayoria de tejidos
exceptuando los eritrocitos, tiene una vida media de 3 a 16 dias, tiene un peso molecular mayor al
de la AChE, y cada subunidad de la enzima estd formada por 574 aminoacidos y 9 cadenas de
carbohidratos, y se ve incluida en el metabolismo de distintos farmacos (Ferndndez Prieto et al.,
2011). Esta enzima se encarga de catalizar esteres de colina como la butirilcolina, la succinilcolina
y como se ha mencionado anteriormente, la acetilcolina, aunque la hidrdlisis de esta se realiza con
menor eficacia que la AChE, en una situacion en la que la actividad de la AChE se vea deficiente
la BChE puede compensar algunas de sus funciones relacionadas con el sistema colinérgico. Si
bien pueden existir personas que tengan variantes de BChE que sean incapaces de catalizar los
esteres de colina, estos no muestran alteraciones fisiologicas, por lo cual se llegd a pensar en un
pasado que la enzima no tenia un papel biologico establecido, aunque en la actualidad se sabe que

en un paciente que exprese la BChE de manera regular, si se inhibe esta enzima ocurre un aumento
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en los niveles de acetilcolina, por lo cual se considera que tiene ciertas funciones de filtro,
colaborando con la eliminacidn del exceso de ACh en las uniones nerviosas. Se considera también
que la BChE puede hidrolizar algunos compuestos con capacidad anticolinesterasica, evitando que
estos lleguen a la AChE de sitios fisiologicos de mayor importancia, preservando asi la integridad

de la AChE (Lopez-Durén et al., 2018).

I1.2.3 Colinesterasas como blanco de los pesticidas.

Los plaguicidas OP y carbamatos funcionan por la inhibicion de las colinesterasas en las
terminaciones nerviosas, lo cual genera una acumulacion de la ACh en la hendidura sinaptica
produciendo una sobreestimulacion de los receptores colinérgicos alterando la funcién nerviosa

del individuo afectado (Carlock et al., 1999).

Debido a este efecto directo de los pesticidas sobre la AChE se ha considerado la actividad de esta
enzima como el principal biomarcador sanguineo del efecto de los pesticidas, esto debido a que no
existe un biomarcador de exposicion que se pueda determinar en sangre pues los compuestos de
los pesticidas son hidrolizados rapidamente y el valor diagndstico de la determinacion en orina no
ofrece informacion sobre la magnitud de la exposicion, de manera que para la exposicion cronica
y a bajas dosis se mide la actividad de la AChE eritrocitaria y para la exposicion aguda se prefiere

la medicion de la BChE en suero o plasma (Medina et al., 2015).

Debido a la gran cantidad de estudios que se han hecho sobre la intoxicacion por pesticidas y la
actividad de las colinesterasas, se ha establecido una relacion entre la inhibicion de la AChE y los
efectos de la salud, por ejemplo, una inhibicién del 50-60% de la actividad se asocia a sintomas
ligeros, debilidad, dolor de cabeza, nausea, asociado a un patron dosis-respuesta, mientras que una
inhibicion del 60-90% produce sintomas mas agresivos como vomito, sudoracion, diarrea,
temblores, dolor en peso y cianosis en distintas membranas mucosas, mientras que una inhibicion
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del 90-100% de la AChE produce una falla cardiaca o respiratoria que lleva a la muerte (Lopez-

Duran et al., 2018).

I1.2.4 Importancia y funcion del sistema colinérgico

La actividad colinérgica es fundamental para las funciones cognitivas, esto puede relacionarse con
la presencia de neuronas colinérgicas en distintas areas del cerebro, ya que estas neuronas forman
un sistema ascendente con origen en el tronco cerebral y que intercepta hasta distintas areas de la
corteza cerebral. Es sabido, ademas que la acetilcolina interviene en la memoria y la percepcion

del dolor (Sanabria et al., 2017).

Se ha encontrado también que el sistema colinérgico tiene relacion con el sistema de aprendizaje
por refuerzos. Los nucleos colinérgicos del tronco encefalico (nticleo pedunculopontino y nucleo
tegmental laterodorsal), asociados tipicamente uno a funciones motoras y de excitacion y el otro
con el sistema de recompensa y transmision limbica, tienen efectos en subconjuntos de neuronas
del area tegmental ventral (ATV) debido a que ambos nucleos se proyectan ampliamente a lo largo
de esta area. Esto es relevante pues en el ATV existen neuronas dopaminérgicas que tienen relacion
con las conductas dirigidas a objetivos y aprendizaje de refuerzo (con el cambio en el modo de
disparo de las neuronas dopaminérgicas se desencadena el impulso excitatorio fundamental para
la conducta orientada a recompensas), y se ha encontrado que las dos vias colinérgicas del ATV
cuando se estimulan se produce una modulacion lenta de la tasa de disparo de las neuronas
dopaminérgicas y no dopaminérgicas y dicha modulacion cambia el comportamiento de rafaga de
las neuronas dopaminérgicas seglin la via colinérgica que sea estimulada, siendo que ambas vias
transmiten una sefal de refuerzo pero tienen funciones opuestas en la locomocion, dichas
diferencias pueden ser la base neuronal de la prominencia y recompensa a nivel de las neuronas

colinérgicas, esto demuestra la importancia de las neuronas colinérgicas para la modulacion de la
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funcion de las neuronas dopaminérgicas y por ende para los circuitos de recompensa y el

aprendizaje por recompensa (Dautan et al., 2016).

Existe también cierta relacion entre el sistema colinérgico y el sistema visual, esto principalmente
por la intervencion de la ACh para el procesamiento de la informacion visual, regulando algunas
funciones como la percepcion visual o la sensibilidad al contraste. Por un lado, la plasticidad de la
corteza visual se ve influencia especialmente por los receptores nicotinicos de la acetilcolina y de
proteinas reguladoras de estos receptores, asi como varias areas extraestriadas reciben informacion
colinérgica para la reestructuracion de circuitos nerviosos en la plasticidad visual (Duran-
Cristiano, 2022). Por otro lado, la ACh puede disminuir el tamafio del campo receptivo excitatorio
y por ende, la propagacion de la excitacion en la corteza visual en animales, y estudios como el de
Silver y compafiia, muestran que cuando en un humano se aumentan los niveles de ACh en
humanos la propagacion espacial de las respuestas excitatorias en la corteza visual se ven
disminuidas al igual que en los animales, aunque aun no se conoce de manera especifica los efectos
de la integracion espacial cortical visual reducida por ACh sobre la percepcion visual se puede
predecir por datos fisioldgicos que la reduccion en las proyecciones intracorticalres laterales en la
corteza visual debe perjudicar el rendimiento en tareas dependientes de la integracion a través del

espacio visual, como la percepcion de texturas o la agrupacion perceptiva (Silver et al., 2008).

Recordando la importancia de la implicacion de la AChE para la regulacion del ciclo celular y la
proliferacion, el sistema colinérgico en general tiene influencia sobre el proceso de eritropoyesis
Este proceso se ve principalmente influenciado por la nicotina y los nAChRs: se ha mostrado, tanto
en modelos de ratones como modelos in vitro, que existe un efecto promotor en la formacion de
hemangioblastos durante las primeras etapas de desarrollo de los embriones provocado por la

nicotina, aunque después del parto el nimero de células madre hematopoyéticas en la médula 6sea

41



disminuye en los fetos expuestos a nicotina a comparacion de fetos no expuestos, lo cual sugiere
una colonizacion deficiente de la médula 6sea feta en células madre hematopoyéticas. Por ultimo,
se encontrd que la estimulacion de los nAChR interfiere en la produccion de citocina afectando el

sistema (Serobyan et al., 2007).

Con respecto al desarrollo cognitivo, el sistema colinérgico tiene gran influencia en diferentes
aspectos, como la memoria, neurogénesis hipocampal, fuerza sindptica y la plasticidad mediante
vias no solo neuronales, si no también inmunologicas. La ACh puede actuar a través de vias
antiinflamatorias periféricas o centrales suprimiendo la sobre activacion de los macréfagos
periféricos o la microglia central, sabiendo que la sobre activacion de la microglia produce un
exceso de citocinas inflamatorias y que esto es adverso a la memoria, prevenir esta
sobreestimulacion ayuda a prevenir el deterioro de la memoria inducido por inflamacion. Por otro
lado, la plasticidad se modula por la ACh a través del factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF), el cual se ve regulado positivamente por la exposicion cronica a la nicotina y disminuido
con la pérdida de neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal, aunque existe cierta evidencia que
demuestra que el BDNF también se ve modulado por la microglia y la union de esta con ACh. Este
tipo de procesos afectan a gran escala no solo la neuroplasticidad, si no que la memoria, y pueden
ayudar a comprender los procesos de deterioro de la memoria relacionado a la edad o trastornos

neurodegenerativos (Maurer & Williams, 2017).

I1.3 Deterioro cognitivo

I1.3.1 Deterioro cognitivo y sus efectos

El concepto de deterioro cognitivo es un concepto ambiguo y algo obsoleto considerandole por
mucho tiempo como la condicion en la que se ve afectado al menos uno de los dominios cerebrales

de un individuo (funciones ejecutivas, atencion, lenguaje, memoria y habilidades visual espaciales)
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con un grado mayor al adecuado para su edad sin comprometer su incorporacion y desarrollo de
actividades basicas de la vida diaria, cosa contrario a la demencia, donde este tipo de actividades
si se ven afectadas (Rojas, 2019), aunque con el avance en los estudios conceptos que tocan el
deterioro cognitivo y la demencia se estandarizarian y definirian de mejor manera clasificando este
tipo de trastornos en dos: el trastorno neurocognitivo mayor, antiguamente conocido como
demencia, siendo este un deterioro cognitivo significativo en los dominios, donde se interfiere con
la independencia de los individuos en actividades cotidianas; y el trastorno neurocognitivo menor,
antiguamente conocido como deterioro cognitivo leve, el cual es un deterioro cognitivo leve o
moderado a los dominios en los cuales no hay interferencia en la independencia de las actividades

cotidianas pese a que estas requieran de mayor esfuerzo, tiempo, y estrategias compesatorias

(Chorefio-Parra et al., 2020).

I1.3.2 Pruebas diagnosticas

Para determinar que un individuo tiene un trastorno con deterioro cognitivo debe existir una
documentacidn hecha a través de una evaluacion neuropsicoldgica objetiva, entre las cuales existen
varias de distintos tiempos y con diferentes niveles de sensibilidad y especificidad, siendo el mini-
mental state examination (MMSE) la prueba més usada por su sencillez de aplicacion, corto tiempo
de realizacion y alta sensibilidad, pudiéndose realizar en un consultorio general a diferencia de
otras pruebas que requieren de un especialista en neuropsicologia (Chorefio-Parra et al., 2020). Si
bien la Sociedad Americana de Neurologia estd de acuerdo con la utilizacion de pruebas
psicométricas breves como la anterior mencionada como una practica clinica cuando se sospecha
de un deterioro cognitivo es necesario recordar que se obtiene un diagnostico de sospecha en
conjunto a una historia clinica y que los resultados no pueden afirmar o excluir completamente la

presencia de deterioro cognitivo leve o grave debido a la sensibilidad y especificidad de cada
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prueba (Benitez Del Rosario, 2002), siendo importante hacer uso de mas de una prueba para
confirmar o dudar de los diagnosticos y tener evaluaciones mas completas de los individuos y los
distintos dominios que podrian o no, verse afectados, asi como hacer evaluaciones de seguimiento
tanto para pacientes diagnosticados como para pacientes no diagnosticados que insistan en

sospechas de un padecimiento que afecta la cognicion (Lopez Trigo et al., 2014).

Dentro de los exdmenes que se pueden realizar estan las pruebas muy rapidas como: el Test del
reloj, con una sensibilidad que oscila entre 67-97% y una especificidad entre 69-94%; el mini-cog,
test de aproximadamente 2 minutos, con una sensibilidad de entre 76-99% y una especificidad de
85-96%; el test de fluidez verbal, que se enfoca en la habilidad de nombrar objetos por categoria
o con una determinada letra (Rojas, 2019). Estas pruebas son especialmente utiles para tener una

aproximacion secuencial (Lopez Trigo et al., 2014).

Dentro de las pruebas cognitivas rapidas se encuentran el MMSE, el cual se puede completar en 8
minutos, recomendado para personas con una educacion de al menos 8 afios, y como se mencion6d
con anterioridad es de las pruebas mas utilizadas. Por su parte el Montreal Cognitive Assessment
(MoCA) al poder realizarse en 10 minutos puede encasillarse dentro de estas pruebas (Lopez Trigo
et al., 2014; Rojas, 2019), pero se diferencia al MMSE en parte porque esta prueba debe ser
aplicada por un neuropsicologo y por su capacidad para evaluar distintos dominios cognitivo de
forma separada por su secciones de corta duracion donde cada una se utiliza para evaluar la
memoria, orientacion, lenguaje, atencion, funcionamiento ejecutivo, y habilidades visoespaciales
tiene la sensibilidad suficiente para diagnosticar la demencia en sus fases iniciales por lo cual es
recomendado también para paciente con sospecha de deterioro neurocognitivo menor (Chorefio-

Parra et al., 2020).
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Existen también las baterias neuropsicoldgicas, entre las que se encuentra el examen cognitivo de
Cambridge (CAMCOQG), que incluye 8 areas a evaluar y tiene una sensibilidad de 82% y una
especificidad del 96%, y una duracién de aproximadamente de 30 minutos puede valorar a los
pacientes con deterioro cognitivo leve y superior, aunque esta evaluacion no se encuentra validad
para el espafiol. Por su parte la revision cognitiva de Addenbrooke incluye 5 dominios y tiene una

sensibilidad de 95% con una especificidad de 89% (Lopez Trigo et al., 2014; Rojas, 2019).

Por su parte, el Trail Making Test (TMT) es un instrumento que cae dentro de las pruebas
cognitivas muy rapidas, y funciona para evaluar la atencion, la funcion ejecutiva, y las habilidades
visoespaciales por el escaneo visual y la velocidad grafomotora, disefiada inicialmente como una
prueba de atencion dividida consta de dos partes, la A donde se mide la atencion sostenida y la B
que mide el funcionamiento ejecutivo (Meneses-Meneses et al., 2023). Este test ha demostrado
sensibilidad para detectar el deterioro cognitivo, sin embargo, existen antecedentes de diferencias
entre los datos normativos de diferentes paises incluso si se estandarizan por edad o educacion
pudiendo generar errores de diagnostico, debido a esto existen diversos estudios que determinan
sus promedios referenciales para diagnostico por medio del TMT seglin el género, la edad y
nacionalidad de los participantes, llegando incluso a tener diferentes baremos para un mismo pais
segun la zona, y actualizandolos de manera constante para tener resultados confiables (Margulis
et al., 2018). Si bien existen estudios como el de Margulis, Squillace y Ferreres para ciertas areas
de Argentina, el de Meneses, Flores Paredes y Victoria Poenitz en 2023 para Ecuador, entre otros
muchos estudios, existe uno que destaca por ser el primer analisis que cred normativas para el
TMT en mas de un pais Latinoamérica consiguiendo casi 4 mil individuos de México, Peru,
Paraguay, Honduras, Cuba, Puerto Rico, Bolivia, El Salvador, Chile, Argentina y Guatemala

creando normativas para cada pais con ajustes seguin el nivel de educacion y la edad, consiguiendo
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ademas de estas normativas, modelos de regresion linear que explicaron la varianza del para ambas

partes (Arango-Lasprilla et al., 2015).

11.3.3 Factor neurotrofico derivado del cerebro

Las neurotrofinas o factores neurotr6ficos son una familia de proteinas de caracter basico con un
tamano molecular que les impide atravesar la barrera hematoencefalica. Formados principalmente
por 5 factores los cuales son el nerve growth factor (NGF) conocido en espaiol como el factor de
crecimiento nervioso el cual fue el primero en ser aislado y caracterizado, el factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF) que al aislarse y clonarse se encontrd una gran similitud estructural
con el NGF dando pie al concepto de la familia de las neurotrofnas, y las neurotrofinas NT-3, NT-

4 y NT-5 (Zazpe & Rio, 1997).

La importancia de los factores neurotroficos radica en su papel en la supervivencia de neuronas en
el sistema nervioso en desarrollo, asi como la promocion de la supervivencia de neuronas tras una
lesion, encontrando incluso en modelos animales que protegen a las neuronas de enfermedades
causadas por toxinas considerando el uso de estas proteinas para tratar enfermedades
neurodegenerativas, por ejemplo la NGF que ha mostrado resultados prometedores en el
tratamiento contra el Alzheimer, asi como al modificar la estructura de los factores neurotroficos
facilitando su transporte y otorgando la capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica logran
ser utiles para el tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central, por ejemplo, el BDNF
ha demostrado en un modelo animal al ser conjugado con un anticuerpo antitransferrina puede

otorgar neuroproteccion en la isquemia cerebral transitoria focal (Skaper, 2017).

El BDNF se ha encontrado en varias partes del cerebro, incluyendo el hipocampo, la corteza, el
hipotalamo, el mesencéfalo, prosencéfalo basal y la medula espinal, siendo sintetizado como su
forma precursora (pro-BDNF) en el reticulo endoplasmatico, moviéndose a través del sistema de
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Golgi y de lared trans-Golgi (Bathina & Das, 2015), madurando a su forma activa bioldgicamente
(m-BDNF) intracelularmente gracias a la furina o a enzimas proconvertasas, o secretdndose por
medio de vesiculas en su forma pro-BDNF la cual puede interactuar con el receptor pan-
neurotrofinas p75 NTR o bien madurar extracelularmente gracias a la proteasa plasmina (Noble et
al., 2011). Al contar con diversas etapas, este proceso de sintesis y maduracion genera diversas
isoformas del precursor que interactuan con varios receptores generan la activacion de diversas
vias de sefializaciéon que participan en procesos como la plasticidad sinédptica, la proteccion y
regeneracion tras una lesion y el desarrollo cerebral, entre otras funciones, figura 6 (Colucci-

D’amato et al., 2020).

La unién de pro-BDNF a receptores especificos genera vias de sefializacion que promueven la
apoptosis o supervivencia neuronal razon por la cual es capaz de mediar la poda sinaptica del
cerebro prenatal. Cuando el dominio maduro se une a p75 NTR se inicia la via mediada por
serina/treonina-proteina quinasa 2 (RIP2) y el factor asociado al receptor del factor de necrosis
tumoral 6 (TRAF6) activando el factor nuclear kappa B (NF-kB), la activacion de este ultima
promueve la supervivencia y el mantenimiento neuronal. Por otro lado, el pro-dominio puede
interactuar con el receptor de sortilina formando el complejo pro-BDNF-p75 NTR-sortilina,
iniciando cascadas de sefializacion que conducen a la activacion de la quinasa amino terminal c-

Jun (JNK) la cual est4 involucrada en la apoptosis neuronal (Colucci-D’amato et al., 2020).

El m-BDNF se une activando al receptor de tropomiosina quinasa B (TrkB), encontrado en
terminales pre y post sindpticas, esta activacion lleva a la dimerizacion del TrkB y a su posterior
autofosforilacion, iniciando 3 principales cascadas de vias de sefalizacion siendo estas la
fosfolipasa C (PLC-y), la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) y las cinasas reguladas por senales

extracelulares (ERK) parte de la familia de las cinasas activadas por mitdgenos (MAPK), (Cunha
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et al., 2010; Rodriguez Serrano, 2016). Cada via de sefializacion activada esta relacionada a alguna
funcion, por ejemplo la via con PLC-y activa la proteina quinasa C (PKC) la cual se ve relacionada
con la mejora de la plasticidad sinaptica; la via relacionada a PI3K mejora el crecimiento y la
ramificacion dendriticas, ademds que tiene una actividad pro supervivencia modulando Ia
plasticidad sinaptica dependiente del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA); por tltimo la cascada
relacionada a la MAPK regula la sintesis de proteinas durante la diferenciacion neuronal, ademas

de ser crucial para la sintesis de proteinas del citoesqueleto, y teniendo una accion similar a la via

PI3K (Colucci-D’amato et al., 2020).
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Figura 6. Vias de sefalizacion, simplificadas, desencadenadas por la BDNF y su importancia neurologica. El
mBDNF activa por medio de la enzima TrkB 3 principales rutas de sefializacion que promueven la supervivencia
de la neurona, la plasticidad sinaptica y la transcripcion de proteinas para el citoesqueleto. El proBDNF puede
activar dos rutas de sefializacion por medio de la enzima p75 NTR y el complejo con sortilina, una ruta induce a la
supervivencia y mantenimiento neuronal mientras la otra induce a la apoptosis.

Por estas vias de sefializacion es que se explica la implicacion del BDNF en la plasticidad sinaptica
y la neurogénesis, cosa que se ha demostrado en estudios in vivo donde tras la aplicacion de BDNF

en modelos de trauma del sistema nervioso central se observaba supervivencia neuronal y
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neurogénesis del hipocampo, asi como otro estudio en ratos demostré que la aplicacion de BDNF
a secciones del hipocampo fue capaz de restablecer la polimerizacion de actina espinal, ademas se
ha encontrado BDNF en otros tejidos como el cardiaco donde tiene funciones similares y con
estudios en modelos murinos se ha encontrado que el BDNF es capaz de promover la
neovascularizacion terapéutica, la apoptosis de células endoteliales y musculos lisos vasculares, y
contribuir a la relajacion vascular. También se han encontrado relaciones entre el BDNF y la
regulaciéon metabolica, encontrando una correlacién entre el colesterol de baja densidad, los

triglicéridos, el colesterol total (Bathina & Das, 2015).

Los niveles de BDNF se pueden ver afectados por diferentes causas. Se ha encontrado que las
dietas altas en grasas han disminuido los niveles de DBNF hipotaldmico en ratas, aunque no los
de TrkB, asi como una dieta alta en calorias aumento los niveles de TrkB, pero no los de DBNF.
Por otro lado, tanto los niveles de BDNF como los de su receptor se ven afectados por la edad,
encontrando en modelos murinos que tras el nacimiento se lleva a un pico maximo y se mantiene
con niveles elevados hasta que va disminuyendo con la edad, teniendo reducciones extremas en
las tltimas etapas de vida de los ratones, aunque se ha encontrado que el declive relacionado con
la edad puede prevenirse o ralentizar en ambientes enriquecidos que permitan una continua
exploracion asi como actividad fisica, en el caso de los ratones siendo un entorno abierto con
juguetes (Noble et al., 2011). Por ultimo, se ha visto que, en enfermedades neurodegenerativas
como Alzheimer, enfermedad de Parkinson, trastorno bipolar o enfermedad de Huntington existe

una disminucion significativa de la expresion del BDNF (Bathina & Das, 2015).
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I1.4 Genotoxicidad

I1.4.1 Genotoxicidad e impacto clinico

El térmico de genotoxicidad es bastante amplio, al referirse a cualquier efecto o cambio nocivo en
el material genético sin tomar en cuenta el mecanismo o factor que produzca dicho cambio
(Comision Federal Para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios CEMAR, 2024), los factores que
generan dichos cambios son conocidos como sustancias/factores/agentes genotoxicos, los cuales
actan alterando la estructura del ADN, el contenido de informacién o la segregacién cromosémica
por diferentes mecanismos. Existen dos tipos de agentes genotoxicos, los reactivos a ADN que por
medio de uniones covalentes al ADN causan dafio a este, y los agentes no reactivos al ADN los
cuales activan mecanismos que generan dafio indirectamente, el dafo inducido por cualquiera de
los agentes genotoxicos debe repararse a tiempo para evitar que al replicarse el ADN se generen

mutaciones (Menz et al., 2023).

Si bien todas las células pueden pasar por mutaciones espontaneas, estas mutaciones son de tipo
puntuales al alterarse una sola base de la cadena de ADN lo cual puede generar resultados
beneficiosos, indiferentes o perjudiciales dependiendo de la posicion de la base que se vea afectada
(Cap6 & Frejo, 2007). En el caso de las mutaciones no espontaneas, es decir, aquellas generadas
por la influencia de algin agente genotoxico, se pueden clasificar segun en: mutaciones genéticas,
como cambios de bases individuales, pequefios reordenamientos o inserciones/eliminaciones de
nucledtidos en la secuencia; aberraciones cromosoOmicas estructurales, las cuales implican
clastogenicidad, es decir, el reordenamiento, rotura o perdida de segmentos cromosdmicos; y, por
ultimo, las aberraciones cromosdmicas numéricas, siendo estas las que impliquen la
aneugenicidad, es decir, la ganancia o pérdida de un cromosoma completo, afectando asi la

cantidad de cromosomas finales (Menz et al., 2023). Las mutaciones ademas de generar las
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anormalidades antes mencionadas pueden provocar la formacién de micronucleos, el intercambio
de cromatidas hermanas, la rotura no solo de cadenas individuales de ADN, sino de cadenas dobles
(Srivastava et al., 2016) asi como pueden conducir a la muerte celular, o el desarrollo de

enfermedades tales como el cancer (Castillo Ordofiez & Velasco Reyes, 2023).

Como se mencion6 anteriormente, las mutaciones pueden no tener consecuencias fenotipicas, asi
como tener consecuencias positivas o negativas, esto dependera ademas de lo anteriormente
mencionado, como el tipo de mutacion, de los antecedentes genéticos, el tipo de célula a la que se
afecte, el tejido al que pertenezca, o la etapa en la que se afecte, por ejemplo, en las células
germinales una sola mutacion puede afectar negativamente a la descendencia y posteriores
generaciones (Menz et al., 2023). Por otro lado, es posible evitar la expresion de mutaciones
genotdxicas por medio de mecanismos de reparacion de ADN o por induccion de apoptosis, sin
embargo, estos mecanismos pueden no siempre modificar o reparar el dafo pudiendo facilitar la
mutagénesis y en consecuencia que aparezcan enfermedades de mayor gravedad (Srivastava et al.,
2016), y se ha visto que existen poblaciones mas o menos susceptibles al riesgo de estas
enfermedades debido a la alteracion de gebes involucrados en los procesos para reparar el ADN o

la apoptosis (Castillo Ordofiez & Velasco Reyes, 2023).

Como se mencion6 anteriormente, la genotoxicidad puede provocar la aparicion de diversas
enfermedades de gravedad, como lo son las enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer

o enfermedades como el cancer, entre otras afecciones (Srivastava et al., 2016).

Dentro de los 20000 genes del genoma humano, se le conoce a 200 de ellos como “genes
impulsores del cancer” los cuales son genes que en caso de ser afectados por mutaciones pueden
provocar el desarrollo de cancer, y aunque en la mayoria de los casos se requieren de tres

mutaciones en un subconjunto de genes para que una células normal pueda progresar a cancer

51



avanzado, existen ejemplos donde una sola mutacién puede convertir una célula normal en una
célula tumoral, como lo es el caso de la leucemia mieloide cronica (Menz et al., 2023). Tanto los
agentes genotoxicos reactivos al ADN como los agentes no reactivos al ADN pueden provocar
cancer, aunque estos ultimos solo pueden ser carcinogénicos a altos niveles de toxicidad, afectando

a las topoisomerasas generando aberraciones cromosomicas (Choudhuri et al., 2021).

Las enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson, la esclerosis lateral amiotrofica y otros trastornos del desarrollo neuroldgicos se
encuentran relacionadas al estrés genotoxico, debido a la relacion de la integridad del genoma con
el buen funcionamiento y desarrollo del sistema nervioso. De modo que cuando se dafia el ADN y
se generan anomalias en los mecanismos de reparacion de este, se genera el estrés genotoxico que
afecta y se asocia los sindromes neurodegenerativos antes mencionados. Existen varias evidencias
que sugieren que agentes genotoxicos como los metales pesados, logran estimular la activacion
microglial, la neuroinflamacion, la disfuncidon cerebro vascular, generando modificaciones en la
barrera hematoencefélica lo cual da pie a trastornos al sistema nervioso central (Srivastava et al.,

2016).

Se ha encontrado gracias a avances en la gendomica que la mutacion de ciertos genes puede causar
infertilidad, por medio de la alteracion a los procesos de espermatogénesis y ovogénesis, asi como
afeccion a las propiedades sexuales primarias y secundarias que se pueden observar en forma de
trastornos hormonales, atrofia testicular, pérdida folicular por dafo, bajo recuento de

espermatozoides y crecimiento retardado de espermatozoides (Choudhuri et al., 2021).

I1.4.2 Pruebas para genotoxicidad

Existen una gran variedad de pruebas que detectan diversos criterios para valorar si un compuesto
es potencialmente genotdxico o si una poblacion expuesta a dicho cierto agente tiene efectos de
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genotoxicidad, aunque ninguna de estas pruebas es capaz de detectar todos los criterios de
valoracidn genotoxicos, por lo en el caso de investigar la posible genotoxicidad de alguna sustancia
el uso de baterias de pruebas en la que se incluya la evaluacion de mutagenicidad en una prueba
bacteriana y la evaluacion de células in vitro y/o in vivo (Comision Federal Para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios CEMAR, 2024). Dentro de las baterias se pueden estudiar
biomarcadores de exposicion por pruebas de intercambio de cromatidas hermanas y el ensayo
cometa, biomarcadores de efecto con pruebas de aberraciones cromosdmicas y ensayo de

micronucleos (Castillo Ordofiez & Velasco Reyes, 2023).

La prueba de aberraciones cromosdmicas detecta a las sustancias toxicas que inducen cromosomas
anormales, roturas de cromosomas o cromatidas y translocaciones cromosomicas. Las
aberraciones se analizan con una tincién y un andlisis a microscopio. Se considera un ensayo
complementario a la prueba de mutacion inversa bacteriana (prueba de Ames) la cual es utilizada
para evaluar la capacidad mutagénica de una sustancia quimica. Cuando se quieren investigar
pruebas in vitro, una alternativa adecuada al ensayo de aberraciones cromosomicas es la prueba de

microntcleos debido a los criterios simples de puntuacion de esta ultima (Turkez et al., 2017).

Los microntcleos son masas de cromatina que tienen forma de pequeiios nucleos y aparecen en el
citoplasma cerca del nucleo, se producen cuando por errores durante la replicacion del ADN se
generan roturas cromosomicas que dejen fragmentos cromosomicos acéntricos que al no disponer
de centromeros no se incluyen en los nucleos hijos, se rodean de membrana nuclear y aparecen en

el citoplasma visibles al microscopio 6ptico (Lobo & Bolafios, 2014).

El ensayo cometa es una técnica altamente sensible en la cual por medio de la electroforesis es
posible apreciar el dafio sobre el ADN. Su principal ventaja, la sensibilidad de la prueba para

observar dafios minimos, resulta ser ademas su principal desventaja, ya que depende de manera
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excesiva sobre las condiciones y variables que puedan ocurrir durante la realizacion del ensayo,
asi como pequefias modificaciones en el protocolo pueden generar resultados ampliamente

variables (Zuniga Venegas, 2009).

11.4.3 Ensayo cometa

La electroforesis en gel de células individuales o ensayo cometa es un método sensible que se
utiliza para visualizar y medir el dafio sobre el ADN en células individuales mediante microscopia.
Funciona por medio de la inmovilizacion por agarosa de células en un portaobjetos, las cuales son
sumergidas en solucion de lisis para eliminar los lipidos y proteinas, y se exponen a un campo
eléctrico débil para provocar la migraciéon del ADN, atrayendo el ADN roto y cargado
negativamente hacia el anodo, tras lo cual se tifien con un tinte fluorescente y se observa con un
microscopio de fluorescencia (Olive, 2002). Como resultado de las pruebas se puede observar
cuando no hay dafio sobre el ADN, una forma concentrada de este se puede observar la forma de

un cometa cuando el ADN roto migra y deja la figura de una estela o una cola, figura 7.

A) B)

Figura 7. Ilustracion comparativa aproximada células con y sin dafio al ADN tras el ensayo cometa. A) es una
célula sin dafio al ADN, mientras que B) es una célula con dafio al ADN observandose la forma de la cabeza donde
se encuentra en el ADN no afectado y la cola como una estela.
El ensayo cometa es un método simple y sensible para evaluar el dano del ADN en células
individuales, pudiéndose realizar bajo dos condiciones de pH principales, se considera que la

version Optima para identificar agentes genotoxicos es bajo condiciones alcalinas por su capacidad

para detectar roturas tanto de doble cadena como de cadena simple del ADN, ademas de enlaces
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cruzados, sitios alcali labiles (regiones del ADN susceptibles a lesiones por agentes alcalinos), y
sitios de reparacion por escision incompleta (Pu et al., 2015) mientras que bajo condiciones neutras
se permite la deteccion roturas en la doble cadena de ADN independientemente de la presencia de

roturas de cadena simple (Olive & Banath, 2006).

El ensayo cometa se ha utilizado para evaluar el dafio al ADN de una gran variedad de muestras,
entre las que se incluyen cultivos de células adherente, cultivos células en suspension, tejido y
gobulos blanco (Pu et al., 2015), y si bien es posible usar muestras de sangre completa la poblacion
celular que mas utilizada para la realizacion del ensayo son los linfocitos, los cuales se utilizan de

manera rutinaria en estudios de genotoxicidad (Zudiga Venegas, 2009).

En una gran parte de los estudios de biomonitorizacion humana no es posible obtener todas las
muestras de estudio en un espacio estrecho de tiempo, ya que las tomas de muestras pueden
realizarse con periodos de tiempo de meses entre cada una, por lo cual se considera logisticamente
apropiado realizar un almacenamiento adecuado para procesarlas y analizarlas juntas, por lo cual
existen condiciones que deben de cumplirse para mantener los linfocitos viables para su posterior
procesamiento. La condicién de mayor relevancia por la prolongacion de los periodos de
almacenamiento es la temperatura, siendo esta una de congelacion de hasta -80°C, a la cual se llega
de manera paulatina, donde algunos autores especifican una velocidad de congelacion maxima de
5°C/min. Por otro lado, es necesario la congelacion de los linfocitos en medios de congelacion
ricos en suero bovino fetal y con un 10% de DMSO que preserve la viabilidad de las células.
Diversos estudios han demostrado que la crioconservacion de los linfocitos no supone un efecto
dafiino sobre el material genético, como el estudio de Duthie enfocado en evaluar la posible
capacidad de dafio en el ADN ocasionado por la criopersevacion, demostrando incluso que los

linfocitos frescos y congelados tenian niveles similares de purinas y pirimidinas. De igual manera
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otros estudios han mostrado la utilidad de la criopersevacion al demostrar que los linfocitos que
pasaron por un periodo de congelacion no tienen respuestas significativamente diferentes a los
linfocitos frescos frente a agentes genotoxicos, teniendo ambos la capacidad de responder antes
estos agentes, esto queda plasmado en estudios como el de Boyle, Duthie y Visvardis (Zuniga

Venegas, 2009).

Los resultados que se pueden obtener para el ensayo cometa tienen diferentes enfoques de analisis.
Se puede medir el largo de la cola en una fotomicrografia, sin embargo, la informacion
proporcionada seria limitada ya que el largo de la cola aumenta en los niveles mas bajos de dafio
y pronto llega a su maximo. Por otro lado, se pueden clasificar los cometas en cinco categorias
dando una puntuacion de 0 a 4 a cada categoria, y se observan 100 cometas, proporcionando una
puntuacion general por muestra de unidades arbitrarias. Se puede, ademas, hacer uso de analisis
de imagenes por medio de una camara acoplada al microscopio de observacion para hacer uso de
un software apropiado sobre las imagenes seleccionadas (Collins et al., 2008). Existen diferentes
procedimientos conformados por software y hardware que se utilizan para el procesamiento
automatico de imagenes de células del ensayo cometas, los cuales funcionan segun los algoritmos
planteados por los autores, como el creado por Gyori et al en 2014 conocido como OpenComet,
una herramienta de licencia libre que filtra el ruido y realiza una correccion global del fondo,
identifica cometas obteniendo la cabeza y la cola y por medio de ciertas formulas que utilizan los
pixeles de las imagenes lanzan parametros como el area (el nimero de pixeles que conforman el
cometa), el contenido de ADN (la suma de la intensidad de los pixeles dentro de cada area), la
intensidad (contenido de ADN dividido entre su area), longitud (longitud en pixeles), porcentaje
de ADN (porcentaje del contenido de la region sea cola o cabeza, en razon al contenido del

cometa), momento cola (longitud de la cola multiplicado por el porcentaje de ADN de la cola) y
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momento olive (porcentaje de ADN de la cola multiplicado por la distancia entre los centroides de

la cabeza y cola ((Luna-Gonzalez et al., 2018)).

Respecto al reporte de resultados, se considera esencial presentar el descriptor principal del ensayo
cometa (longitud de la cola, momento de la cola, intensidad o porcentaje de ADN en la cola o
puntuacion visual), la cantidad de cometas analizados por muestra y como se expresa el nivel

general la migracion del ADN (mediana o media de la puntuacion) (Meller et al., 2020).

I1.4.3 Genotoxicidad y su relacion con los pesticidas.

Varios pesticidas y compuestos de estos han sido probados en una amplia variedad de ensayos para
probar su potencial genotdxico por ser consideraros como agentes mutagenos, cubriendo los
efectos como el dafio al ADN, las alteraciones cromosdmicas y mutaciones genéticas, dentro de
estos ensayos se ha revelado que poseen propiedades mutagénicas que inducen diferentes efectos
genéticos (Bolognesi & Morasso, 2000), documentando que una exposicion continua a dosis no
letales de mezclas complejas de pesticidas puede provocar rotura de cadena simple y doble en el

ADN, estrés oxidativo y enlaces cruzados (Kapeleka et al., 2021).

Un estudio llevado a cabo en 2022 document6 los efectos epigenéticos de los pesticidas por el cual
se ve afectado el ADN, encontrando un probable efecto de un tipo de pesticida fingico sobre la
metilacion del ADN al encontrar una reduccion en los procesos de desmetilacion sugiriendo una
posible inhibicion de la ADN glicosilado, ademas se encontrd que los pesticidas piretroides se

asociaban a niveles mas elevados de estrés oxidativo (Janos et al., 2023).

Diversos pesticidas han demostrado capacidad para fomentar el estrés oxidativo por diversas rutas.
Algunos pesticidas pueden alterar el funcionamiento de las cadenas de transporte de electrones del
reticulo endoplasmatico y mitocondrial, sobre produciendo radicales libres de oxigeno (O2) o

ROS, otros pesticidas como ciertos herbicidas han demostrado inducir la formacion de radicales
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libres de oxigeno por medio de autooxidacion, asi como algunos inhiben las enzimas asociadas a
la biosintesis de antioxidantes, y por ultimo los ROS pueden aumentar como subproductos del

funcionamiento de las vias de desintoxicacion (Lushchak et al., 2018).

El estrés oxidativo se ha visto relacionado a diversos efectos sobre 6rganos y tejidos, esto debido
a la produccion de metabolitos toxicos dafiinos para las células. Los pesticidas OP pueden inducir
el estrés oxidativo aumentando los radicales libres de oxigeno (O2) en eritrocitos y otras células
(Kapeleka et al., 2021)esto puede a su vez fomentar procesos como la peroxidaciéon lipidica
oxidativa, conduciendo a un dafo oxidativo al tejido fetal y placentario por peroxidacion lipidica
y roturas de la cadena de ADN, esto documentado en peces, roedores y humanos (Choudhuri et

al., 2021).
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CAPITULO III. EXPERIMENTACION
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II1.1 Equipos y reactivos

II1.1.1 Equipo

1.

ii.

iii.

Mindray BS-200
Zybio de hematologia

Thermo Scientific Fotometro para microplacas multiskan FC

iv.  Vortex genie 2
v.  Microcentrifuga
vi.  Centrifuga
vii.  Microscopio invertido de fluorescencia modelo Evos
viii.  Camara de electroforesis
ix.  Fotometro para microplacas Multiskan FC
I11.1.2 Reactivos
1. Kit comercial acetilcolinesterasa de Sigma Aldrich
ii.  Kit comercial de factor neurotrofico de Sigma Aldrich
iii.  Kit comercial Lymphoprep de Serumwerk Bernburg
iv.  Kit commercial Millipore de Sigma Aldrich
v.  Agua tridestilada
vi.  Solucién salina
vii.  Butirilcolinesterasa (Wiener Lab)
viii.  Reactivos Zybio
ix.  Reactivos de hematologia marca Zybio
x.  Reactivos de bioquimica clinica marca Pointe Scientific y Wiener Lab.
xi.  Solucidn de lisis
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xii.  Solucion para electroforesis alcalina
xiil.  Solucion para precipitacion del ADN

xiv.  Colorante fluorescente para acido nucleico.

I11.2. Metodologia

II1.2.1 Declaracion ética

El protocolo del estudio fue sometido para su aprobacion al Comité de bioética de la Facultad de
Medicina y Psicologia de la universidad autonoma de Baja California con nimero 1500/2022-2, y

el estudio se realizd de acuerdo con la Declaracion de Helsinki.

Los participantes que participaron en el estudio fueron voluntarios a los cuales se les proporcion6
informacion relevante sobre los procesos en los que serian participes, y el propdsito del estudio,
de manera clara en el idioma espafiol, para lo cual se les prepardé un consentimiento informado
escrito, el cual les fue leido y explicado previo a la firma de los voluntarios. En el consentimiento
se incluy6 informacion como el propodsito de la investigacion, la duracidon esperada de la entrevista
y una declaracion a los participantes que no correran ningtn riesgo debido al estudio, asi como
explicarles que al ser participacion voluntaria podrén retirarse en cualquier momento del estudio
y que no se daria ninglin pago por su participacion.

I11.2.2 Diseno del estudio

Se realizdé un estudio de tipo transversal exploratorio con un muestreo de conveniencia no
probabilistico, sobre una poblacion ubicada en el distrito de Venustiano Carranza, una zona rural
del municipio de San Quintin. Se recolectd, a lo largo de 3 viajes distintos en mayo de 2023,
octubre de 2023 y mayo de 2024, informacion tanto de la exposicion directa como la indirecta a

plaguicidas OP y sus consecuencias.
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Para este estudio se seleccionaron individuos de género indistinto, que residieran o trabajaran en
la zona al menos durante un periodo de 12 meses, que se encontraran entre los 18 y 55 afios y que
quisieran colaborar con la investigacion, a los cuales se les dividio en dos grupos de estudio segun
el tipo de exposicion a plaguicidas que presentaran: por un lado el grupo de exposicion directa,
conformado por 50 individuos que forman parte de la poblacion trabajadora y que presentan
exposicion ocupacional constante y directa a plaguicidas OP; y por otro lado el grupo de
exposicion indirecta formado por 46 individuos que presentan exposicion ambiental ya sea por ser
residentes que vivan en las proximidades de los campos donde se llevan a cabo actividades
agricolas pese a no llevar a cabo dichas actividades ellos mismos, o bien por ser familiares o

convivir con trabajadores expuestos directamente a plaguicidas.

Los criterios de aceptacion para voluntarios que desearan participar en el estudio fueron: adultos
entre los 18 y 55 afos asi tener al menos 1 afio de contacto diario y manipulacion directa con
plaguicidas en un contexto laboral, en el caso de voluntarios que fueran seleccionados como grupo
directo, o tener al menos 1 afio de contacto con las areas agricolas donde se usen pesticidas o en
su defecto viviendo con alguien que trabaje directamente con pesticidas, en el caso de voluntarios

seleccionados como grupo indirecto.

Por su parte los criterios de exclusion incluyen a voluntarios que tengan condiciones que afecten
los resultados de los andlisis de sangre que se les realizaria como la adiccion a las drogas,
alcoholismo o alguna enfermedad del higado, asi como condiciones que afecten los resultados de
los andlisis cognitivos tales como un diagnostico de alguna enfermedad psicoldgica o psiquiatrica,
trastornos neurodegenerativos o neuroldgicos, o que se encuentren bajo fArmacos que afecten de
manera directa o indirecta el sistema nervioso central. Se considerd como estandar una escolaridad

minima de 3 afios de educacion basica, excluyendo a personas con condicidon de analfabetismo, y
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que no tuvieran una escolaridad superior a 6 anos de educacion primaria. Como estandar, ademas,
se buscaron personas exclusivamente diestras, excluyendo a voluntarios zurdos para descartar
algin sesgo producido por un desarrollo atipico en la asimetria cerebral que pueda ocasionar una
variable a los resultados. Por ultimo, se excluyeron a personas que por razones fisicas tuvieran
dificultades para concluir los test para el analisis cognitivo a su maximo potencial, tales como

déficits sensoriales no corregidos de la vision o audicion.

Finalmente se consideraron como criterios de eliminacion al deseo de no ser puncionado para la
obtencion de la muestra de sangre, voluntarios que no quieran contestar los instrumentos de

evaluacion o voluntarios que decidan retirarse durante cualquier etapa del estudio.

I11.2.3 Recoleccion de datos sociodemograficos

Durante los viajes a la zona agricola de Venustiano Carranza en el municipio de San Quintin, Baja
California, México, se realizaron dos cuestionarios distintos, segun al grupo de estudio al que
perteneciera cada voluntario, con la finalidad de recolectar informacion relevante para el estudio
estos mismos. Estos cuestionarios fueron aplicados por terceras personas, que no cuentan con
implicaciones en el estudio que afecten la objetividad de la informacion recolectada. En los
cuestionarios se plantearon preguntas para obtener una imagen general de las condiciones de salud
de los voluntarios, su grado de escolaridad, su acercamiento a los plaguicidas y demas informacion
que sirvio para excluirles o dejarles participar en el estudio. Los cuestionarios fueron guardados y
la informacion obtenida de dicha fue ordenada y clasificada para obtener resultados

sociodemograficos de la poblacion estudiada con la finalidad de un estudio completo.

I11.2.4 Evaluaciones neuropsicologicas

Los voluntarios que cumplieron con los criterios de inclusion fueron evaluados individualmente a

través de dos evaluaciones neuropsicologicas que determinaron el estado mental general, la
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memoria, la atencidén, habilidades de concentracion, la fluidez verbal, habilidades de
visuoconstruccion y la memoria visual. Las pruebas fueron administradas por el mismo evaluador

capacitado con experiencia en el area de psicometria.

Las pruebas administradas fueron el MoCA y el TMT, sin interrupciones entre la modalidad Ay B
(Anexo 1 y 2). En ambas evaluaciones se les dejo a los voluntarios un 1apiz sin borrador y se les
fueron explicadas las instrucciones para cada una de las partes de la prueba, con los ejemplos de
prueba que ambos estudios proporcionan y con la disponibilidad de responder a las dudas que

surgieran, tomando en cuenta los tiempos para considerar validas las pruebas.

Una vez contestadas estas pruebas fueron evaluadas por personas capacitadas, y guardadas con los
archivos correspondientes a la informacion de los pacientes para transferir los resultados a una
base de datos para el analisis estadistico. La evaluacion de resultados se hizo seglin los puntajes
denotados para el test MoCA y segun las métricas de percentil para México realizadas por Arango

et Al (Anexo 3) para el TMT (Arango-Lasprilla et al., 2015).

II1.2.5 Tomas de muestras sanguineas

Se identificaron a los voluntarios participantes y se les realizé una puncion venosa con ayuda del
sistema Vacutainer obteniendo una muestra de minimo 4ml de sangre periférica en tubos con
anticoagulante K2EDTA (lila) los cuales fueron usados para determinar la actividad de la
acetilcolinesterasa, preparando una pequefia porcion de esta muestra, para determinar la
hemoglobina tomando otra pequeia porcion de la muestra, y finalmente, para determinar el dafo
genético en linfocitos, resguardando el resto de la muestra a 4°C tras la recoleccion y durante el
traslado hacia el laboratorio perteneciente a la Universidad Auténoma de Baja California donde

fueron procesadas.
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Para los estudios sobre el suero y los parametros que se obtienen en la quimica clinica se recolecto,
a partir de la misma puncién con el sistema Vacutainer, Sml de sangre periférica en tubos con
activador de la coagulacion y gel separador (amarillo), los cuales serian procesados tras la
coagulacion y centrifugacion.

I11.2.6 Determinacion de la actividad enzimatica (AChE):

Tras la recoleccion de las muestras, estas fueron procesadas de manera inmediata para la
determinacion de la actividad de la colinesterasa, acatando lo indicado por el método modificado
de Ellman, esto se logré tomando una pequena porcion de la muestra de sangre obtenida en los
tubos con anticoagulante k2EDTA la cual se prepard centrifugando durante 10 min a 3000 rpm,
separando el plasma y los eritrocitos, los cuales se lavaron 3 veces en solucion salina isotonica fria
(0,9%, v/p) y se procedié a hemolizarlos mediante una centrifugacion de 10 min a 14.000 rpm.
Las muestras hemolizadas fueron almacenadas y llevadas al laboratorio para su analisis final
haciendo uso del kit comercial Sigma-Aldrich MAK119 y el protocolo planteado por este (Anexo
4). Del hemolizado se tomaron 6 uL y se diluyeron en 234uL. debuffer lo cual es equivalente a una
dilucién de 40 veces. Finalmente con el uso del espectrofotdometro Thermo Scientific multiskan se
leyeron y cuantificaron las absorbancias iniciales y finales, aplicando la siguiente ecuacion para

determinar la actividad enzimatica.

A (A L
(A412) rinat = (As12)inicial *n * 200

(A412)calibrador - (A412)blanco

Donde A es la absorbancia.
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II1.2.7 Determinacion de actividad enzimatica de la butirilcolinesterasa
(BCHE)

Para determinar la BCHE plasmatica, se utiliz6 el equipo de quimica sanguinea Mindray BS-200
y se utilizé un método colorimétrico (Wiener Lab), logrando cuantificar la actividad enzimatica de

esta enzima.

I11.2.8 Determinacion de la hemoglobina total

La determinacion de la hemoglobina total (cianometahemoglobina) se realiz6 con el equipo
automatizado de biometrias hematicas Zybio, y sus respectivos reactivos para su calibracion. Se
tomo una pequena muestra de la sangre obtenida en los tubos con K2EDTA en el equipo el cual
automaticamente procedié a dar resultados de la biometria hemadtica en la cual se incluye la

hemoglobina.

Los resultados de la biometria hemadtica fueron adjuntados a los perfiles de las entrevistas para los

datos sociodemograficos y a los resultados de las evaluaciones psicométricas.
[I1.2.09 Determinacion del factor neurotrofico derivado del cerebro

La determinacion del BDNF de las muestras obtenidas se hizo con el Kit Millipore de Sigma
Aldrich y sus respectivos reactivos, en el laboratorio de la Universidad Autonoma de Baja

California segun el protocolo especificado en el kit (Anexo 5).

Se utiliz6 el suero de las muestras obtenidas, el cual fue diluido con el Elemento D1 del kit hasta
50 veces, y los estandares preparados con elementos del kit especificos para suero, con lo cual se
hizo un procedimiento Elisa tipo sdndwich. Se utilizé una placa de micropocillos donde se coloco
la muestra diluida y el estdndar a temperatura ambiente durante 2.5 horas de incubacidn, luego la
solucion fue descartada y se hicieron 4 lavados con la solucion de lavado. Se volvieron a llenar los

pocillos con el anticuerpo de deteccion y se dejaron incubar durante 1 hora a temperatura ambiente
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con agitacion suave, y al pasar el tiempo de incubacién se descaro la solucion, y se volvio a lavar

de misma manera. Al finalizar los lavados se agrego6 solucion de estreptavidina a cada pocillo, y

se dejo en incubacion durante 45 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave, para

descartarse y repetirse el ciclo de lavados. Finalmente se agrego reactivo de sustrato de un solo

paso a cada pocillo, se dejé incubando 30 minutos a temperatura ambiente y con agitacion, se

agregd la solucion de deteccion a cada pocillo. Las absorbancias fueron leidas con un

espectrofotometro a 450mn.

I11.2.10 Evaluacion del dafio genético

El efecto genotoxico de los pesticidas fue evaluado a través del ensayo del cometa en linfocitos de

sangre periférica, para medir el dafio primario del ADN.

Separacion de linfocitos: Las muestras de sangre fueron procesadas usando un Kit
especifico para la segregacion de linfocitos, en el cual se utilizo el agente Lymfoprept, las
muestras de sangre y solucion salina, segiin las instrucciones brindadas por el Kit (Anexo
6). Finalmente, los linfocitos que se obtuvieron se suspendieron en medio de criogenia y
fueron puestos a -80°

Ensayos cometa: Los linfocitos fueron suspendidos en 0.5% de agarosa de bajo punto de
fusion (LMP) en PBS y pipeteadas en portaobjetos previamente cubiertos con una capa de
agarosa de punto de fusion normal (NMP) al 1%. Los portaobjetos con suspension celular
fueron colocados con cubreobjetos y llevados a 4°C por 10 min., pasado el tiempo se retird
el cubreobjetos y los portaobjetos se sumergieron en un buffer de lisis (2,5 M NacCl, 100
mM Na2EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 10, 1% Triton X-100 y 10% DMSO), por 1 hora a 4°
C en la oscuridad, para permitir la lisis de las células embebidas y el desenrollamiento del

DNA. Después de la incubacion de las células en la solucion de lisis, los portaobjetos
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fueron expuestos a buffer alcalino (ImM Na2EDTA, 300 mM NaOH buffer) pH >13 y se
dejaron en reposo por 10 horas. Finalmente, los portaobjetos fueron sometidos a
electroforesis por 30 min. a 25 V y 300 mA en una camara de electroforesis con el mismo
buffer alcalino, se realizaron dos lavados con agua y fijadas con etanol y finalmente fueron
tefiidas con bromuro de etidio (10 pg/ml) y tras lavarse una ultima vez con agua fueron
resguardadas en oscuridad hasta su vista en el microscopio.

Analisis de cometas. El analisis de células se realiz6 por el software OpenComet como un
plugin del programa Image J, para ello se utilizé el Microscopio de Inmunofluorescencia
modelo Evos Fls para la observacion de las muestras de cada participante, se observaron y
tomaron fotos con el microscopio a 100 celulas que contaran con dafio en ADN (formacion
de cometa) o sin dafio, estas fueron luego leidas por el software OpenComet con el cual se
obtuvieron los valores de la intensidad del cometa, la intensidad de la cola, el largo de la
cola, el momento de la cola y el momento Olive, se obtuvieron los promedios y
desviaciones estdndar de las 100 células para obtener los parametros anteriores de cada
individuo, asi como se clasificaron de manera general en células con dafio y sin dafio y de
manera mas especifica en 5 tipos dependiendo de la intensidad de la cola, es decir el dafio
al ADN: tipo 0 células sin dafio, tipo 1 células con dafio muy leve, tipo 2 células con dafio
leve, tipo 3 células con dafio severo y tipo 4 como células con dafilo muy severo, finalmente
se obtuvieron las unidades arbitrarias ((Olive, 2002), a cada tipo se le asigno una
puntuacion de 0-4 segun el tipo de células y se calcularon las unidades arbitrarias para cada
participante segun la siguiente formula:
UA=(Mny*0)+ (ny*1) 4+ (ny x2) + (ng *3) + (ny x4)

Donde
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ni = Cantidad de nucleos encontrados en cada categoria

I11.2.11 Analisis Estadistico

Se utilizd el programa SPSS version 25 para analizar nuestras variables dependientes e
independientes, haciendo uso de métodos estadisticos como el chi cuadrado, t student, ANOVA

factorial y correlacion de Pearson.

El chi cuadrado fue utilizado en la seccion de datos sociodemograficos para la comparacion de los
grupos directos e indirectos segun las variables (edad, genero, educacion, estado marital, etc.), asi
como en la seccion del deterioro cognitivo. En el caso del t student, este fue utilizado en las
secciones de la actividad de las colinesterasas, donde se compararon las medias de la actividad de
la AChE, y la hemoglobina, AChE y BChE totales en los grupos expuestos directa e indirectamente
a pesticidas. El t student fue utilizado de igual manera para analizar las medias de concentracion
del BDNF y en la determinacion del dafio genético. Por tltimo la correlacion de Pearson se utilizo
para una evaluacion entre las variables continuas para identificar la relacion del deterioro
cognitivo, con la actividad colinesterasa y el dafio genético en variables que hayan demostrado

anteriormente una diferencia significativa con el analisis de ANOVA factorial.

El uso del programa SPSS nos permitié realizar un andlisis detallado y riguroso de nuestras
variables, lo que nos llevo a obtener resultados significativos que contribuyen al conocimiento del

deterioro cognitivo en el campo.
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CAPITULO IV. RESULTADOS
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IV.1 Estudios sociodemograficos

La recoleccion de datos sociodemografico se evalud usando chi cuadrada para comparar las
variables de la poblacion en ambos grupos poblacionales tabla I1.1, EI y ED. Se encontrd que
dentro del grupo ED el 90% se dedica a ocupaciones agricolas, mientras que el 10% esta
involucrado en actividades industriales, aunque en ambas actividades tienen contacto directo con
pesticidas, razon por la cual se clasificaron en ED, mientras que en los participantes pertenecientes
al grupo EI, como era de esperarse por las especificaciones de este grupo, ninguno se dedica a las

actividades agricolas.

Dentro de las caracteristicas poblacionales se puede observar que en ambos grupos la mayoria de
los participantes son jovenes entre las edades de 18-35 afios, aunque esta diferencia es mas notoria
en el grupo ED donde el 74% se encontraban en estas edades y solo el 26% se encontraba entre
los 36 y 55 afios, mientras que en el grupo EI los jévenes de 18 a 35 afios eran el 56.52% del grupo

total.

Con respecto al género, se observa que la mayoria de los participantes del estudio pertenecen al
género femenino, tanto del grupo ED donde representan un 68% de la poblacion estudiada como

en el grupo EI donde representan el 86.96% de la poblacion estudiada.

No se observo una diferencia significativa en las variables sociodemograficas entre los grupos
expuestos directa e indirectamente, con la excepcion del género y la ocupacion, sin embargo, este
ultimo dato es mas que nada esperable, considerando que los voluntarios del grupo EI fueron

escogidos principalmente por tener una ocupacion que no se relacionara al contacto con pesticidas.
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Expuestos Expuestos

Variable Directamente (n=50) Indirectamente (n=46) P
N % N %
18-35 37 74 26 56.52
Edad 0.072
36-55 13 26 20 43.48
Femenino 34 68 40 86.96
Género 0.027
Masculino 16 32 6 13.04
Primaria 20 40 23 50
Educacion 0.325
Secundaria 30 60 23 50
Soltero 7 14 8 17.39
Union libre 30 60 23 50
Estado Casado 13 26 13 28.26 0.587
marital
Divorciado 0 0 1 2.17
Viudo/a 0 0 1 2.17
Agricola 45 90 0 0
Ocupacion . 0.000
Industrial 5 10 46 100

Tabla I1.1 Variables sociodemograficas de la poblacion estudiada separada por categorias, con datos
presentados a manera de frecuencia y porcentaje. Las diferencias observadas entre grupos se
realizaron haciendo uso de chi cuadrada. Se identifica como importancia significativa a p < 0.015.

IV.2 Estudios de actividad de 1a colinesterasa

La actividad de la AChE y la BChE, asi como los niveles de hemoglobina fueron analizados
mediante t student con la finalidad de encontrar alguna importancia significativa en los niveles de

estos con los grupos ED y El, tabla I1.2.

La media de la actividad de la AChE fue de 4769.85 + 1503.16 y 4893.97 = 1774.97 (U/L) en los
grupos expuestos directamente y los expuestos indirectamente, respectivamente (p=0.708),
indicando que no existe una diferencia estadisticamente significativa en la actividad de la AChE
entre individuos que han tenido contacto directo e indirecto con pesticidas, si bien esto es

concordante con la presencia de la enzima AChE con una media de 67.21 + 36.58 y 64.44 +504.5
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(U/L) en el grupo ED y EI respectivamente, no se encuentra una diferencia significativa entre
ambos grupos (p=0.351), aunque la hemoglobina si tenga una diferencia significativa con una

media de 13.8 £ 1.56 g/dL en el grupo ED y 12.98 £+ 1.56 g/dL en el grupo EI.

La diferencia significativa se encuentra en la media de la BChE la cual fue 8697.14 + 1416.80
(U/N) en el grupo de ED y 7724.80 + 2275.70 (U/1) en el grupo EI (p=0.013), lo cual nos indica
que el grupo ED presenta niveles significativamente superiores de BChE a los niveles del grupo

EL

Expuestos Directamente Expuestos Indirectamente

Pardmetro Media + (DE) Media + (DE)
Hb (2/dL) 13.80 (1.56) 12.98 (1.56) 0.015
AChE (U/g Hb) 67.21 (36.58) 64.44 (504.50) 0.351
ACtiVidadf‘mChE (U/L) 4769.85 (1503.16) 4893.97 (1774.97) 0.708
BChE (U/L) s 8697.14 (1416.80) 7724.80 (2275.70) 0.013

Tabla I1.2. Niveles de actividad y concentracion de AChE y BChE en poblacion estudiada, se presentan las
medias con las desviaciones estandar obtenidas del analisis efectuado mediante t student. La importancia
significativa se identifica como p < 0.05.

Estos resultados parecen contradecir los resultados de otros estudios como el de Sapbamrer en
2014, donde al determinar la actividad de la AChE encontr6é que esta fue menor en el grupo de
agricultores expuestos que en el grupo control (Sapbamrer & Nata, 2014), aunque por otro lado
resultan similares a los generados por Ortega Freyre y compaiia en 2016, donde al estudiar la
exposicion ocupacional a plaguicidas OP no pudieron encontrar diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos expuestos y no expuestos en la actividad de acetilcolinesterasa
(Ortega Freyre et al., 2016), asi como los resultados de Rosales al estudiar ambas colinesterasas

en un grupo expuesto encontrando que no habia diferencia significativa en la AChE con respecto
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al grupo control, mientras que si existia una diferencia estadisticamente significativa en los niveles

de BChE en el grupo expuesto y el grupo control (Rosales, 2015a).

IV.3 Estudios del factor neurotrofico derivado del cerebo

La media obtenida del factor neurotréfico fue de 66.63+38.56 en pacientes expuestos directamente
y 147.15+£73.54 en pacientes expuestos indirectamente, con una p=0.001 como se observa en la
tabla I1.3 lo cual indica que los pacientes que tienen una exposicion mas directa presentan un nivel
de BDNF que es significativamente menor estadisticamente en comparacion con los pacientes

expuesto directamente.

Expuestos Directamente  Expuestos Indirectamente
Media + (DE) Media + (DE)

BDNF (ng/ml) Total 66.63 (38.56) 147.15 (73.54) 0.001

Tabla I11.3 Concentracion de factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), se presentan los datos como
media con desviacion estandar, analizados por medio de t student. La importancia significativa se identifica
como p < 0.05.

Si bien, los estudios que investigan especificamente los niveles de BDNF con las poblaciones
expuestas a pesticidas son realmente limitados, hay otros estudios que han detectado una relacion
entre los niveles de BDNF con la exposicion a pesticidas, considerando al BDNF como un posible
biomarcador dichos estudios presentan resultados similares a los obtenidos de una concentracion
significativamente menor estadisticamente. Esto se ve afirmado en el estudio realizado por
Rodriguez Carillo et al, realizado en 2022 donde se investigd una poblacion de adolescentes
masculinos a los cuales se les cuantificd los niveles séricos de BDNF y las concentraciones de
metabolitos de pesticidas no persistentes urinarios con la finalidad de entender el efecto de estos

en la conducta, con lo cual encontraron que en aquellos individuos que presentaban varios
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metabolitos de pesticidas OPs combinados tenian menores niveles séricos de BDNF (Rodriguez-

Carrillo et al., 2022).

Aunque parece contradecir otros estudios como el de Ozdemir et al en 2018 donde al inducir una
intoxicacion aguda por medio de diferentes tipos de pesticidas (OP, piretroides y neonicotinoides)
sobre individuos de la especie de peces cebras encontraron que los niveles de BDNF habian
aumentado significativamente en los tejidos cerebrales, asi como la transcripcion del ARNm de
los genes que codifican BDNF (Ozdemir et al., 2018), sin embargo, en este estudio dichos niveles
aumentaron en consecuencia a la toxicidad aguda como un de mecanismo de defensa para la
supervivencia neuronal, mientras que en el grupo expuesto indirectamente de este estudio los
niveles de BDNF se encontraron significativamente disminuidos debido a que de este grupo se
espera una intoxicacion cronica, esto se puede reafirmar al utilizar los resultados del experimento
de Ardebili et al en 2015 donde se estudiaron los efectos de un OP sobre el BDNF encontrando
niveles menores significativamente en el hipocampo de las ratas a las que se les expuso al pesticida
malation a diferencia de aquellas no expuestas (Ardebili Dorri et al., 2015), y mientras que en el
experimento de Ozdemir et al donde se realiz6 un solo acercamiento de la especie experimentada
para alcanzar la intoxicacion, en el experimento de Ardebili et al se les estuvo exponiendo a los
sujetos de experimentacion constantemente durante 14 dias, esta exposicion prolongada podria

explicar la diferencia de resultados asi como la similitud con los resultados de este estudio.

Por otro lado, los niveles de BDNF en el grupo expuesto indirectamente son significativamente
mayores, estos resultados podrian significar que el BDNF esté incrementado para actuar como un
mecanismo para la supervivencia neuronal debido a que las dosis que este grupo recibe sea
suficiente para activar estos mecanismos pero no tanto para generar un estrés oxidativo que

implique la disminucion de este, sin embargo, esto es una mera especulacion ya que se necesita de
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un grupo control que no haya sido expuesto y que tenga caracteristicas sociodemograficas para
poder contrastar los resultados del grupo EI y asegurar si estos disminuyen o aumentan
significativamente en comparacion a un grupo control, lo cual puede dar una mejor aproximacion
de las consecuencias por la exposicion indirecta prolongada a pesticidas medido en los niveles de

BDNF.

IV.4 Estudios del deterioro cognitivo

Los resultados obtenidos por las pruebas de MoCA y el TMT seccion A como seccion B, fueron
analizados por medio de chi cuadrada para observar diferencias entre la cantidad de individuos
con deterioro cognitivo en ambas poblaciones estudiadas, tabla I1.4. Este analisis demostrd que no
existia una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos en ninguna de las 3
pruebas, sin embargo, esto lejos de ser tranquilizador resulta alarmante, ya que, al observar los
resultados, segin las 3 pruebas aplicadas ambas poblaciones tienen una gran cantidad de
individuos que califican como individuos con deterioro cognitivo, siendo 90% parte del grupo ED
y 87% en el grupo EI con la prueba de MoCA, mientras que en la seccion A de la prueba TMT
66% del grupo ED y 63% del grupo EI presentan deterioro cognitivo. Si bien se esperaban
resultados similares a los obtenidos en el caso de los participantes expuestos directamente, se
anticipaba un menor porcentaje de individuos con deterioro cognitivo en aquellos expuestos de
forma indirecta debido al tipo de exposicion, y si bien la cantidad de individuos de ambos grupos
estudiados con deterioro cognitivo segiin la evaluacion de la seccion B de la prueba TMT son

menores, siguen siendo valores bastante elevados.
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Expuesto Directamente Expuesto Indirectamente

Variable (n=50) (n=46) P
N % N %
Test Normal 5 10 6 13
0.640
MoCA i
oC Deterioro 45 90 40 87
Cognitivo
Test TMT Normal 17 34 17 37
e A Detert 0.092
clerioro 33 66 29 63
Cognitivo
reseTayr | Normal 28 56 23 50
e B Deteri 0.346
cletioro 22 44 23 50
cognitivo

Tabla I1.4 Deterioro cognitivo detectado con las pruebas MoCA y el TMT seccién A y B. Se presentan los datos
como frecuencia y porcentaje sefialando resultados que no demuestren un deterioro cognitivo como resultados
normales, las diferencias entre los grupos se realizaron por medio de chi cuadrado. La importancia significativa se
identifica como p < 0.05.

Se pueden observar una tendencia a una mayor proporcion de individuos detectados con deterioro
cognitivo por la prueba MoCA en ambos grupos expuestos, 90 y 87% respectivamente, mientras
que ambas secciones de la prueba TMT determina una proporcion menor de individuos con
deterioro cognitivo tanto en el grupo ED como EI. La prueba MoCA al ser una prueba que evaltua
mas dominios que el TMT, al valorar memoria, lenguaje, funcionamiento ejecutivo, habilidades
visoespaciales, atencion y orientacion (Chorefio-Parra et al., 2020) a diferencia de la prueba TMT
que solamente se enfoca en las areas de la atencion, la funcion ejecutiva y las habilidades
visoespaciales (Meneses-Meneses et al., 2023), se puede considerar que hubieron individuos con
poca alteracion en lo evaluado por el TMT como para no ser considerados con deterioro cognitivo
pero con una mayor afeccion sobre las area de la memoria, el lenguaje, y la orientacion, lo cual al
detectarse en el MoCA deduciria mayor cantidad de individuos con deterioro cognitivo.
Considerando esto se evaluaron los resultados obtenidos por los participantes en cada seccion de

la prueba MoCA para entender los dominios en los cuales hubo mayor afectacion, asi como para
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inquirir si existe diferencia en alguno entre ambos grupos evaluados, presentandose en la tabla

11.5.
. Expuestos p
. Expuestos directamente -
Parametro Media % (DE) indirectamente
Media + (DE)
Visoespacial
(5 puntos) 3.10(1.19) 3.37(1.32) 0.138
Identificacion
(3 puntos) 2.64(0.67) 2.55(0.72) 0.382
Memoria 3.30(1.29) 3.54 (1.14) 0.179
(sin puntos)
Atencion
(6 puntos) 3.58 (1.64) 3.68 (1.58) 0.686
Lenguaje
(3 puntos) 1.17 (0.97) 1.21 (0.92) 0.753
Abstraccion
(2 puntos) 1.50 (0.66) 1.61 (0.68) 0.326
Recuerdo diferido
(5 puntos) 2.06 (1.51) 2.11 (1.58) 0.816
Orientacion
(6 puntos) 5.61(0.77) 5.55(0.61) 0.702

Tabla I1.5 Evaluacion de las funciones cognitivas obtenido con los resultados de la prueba MoCA. Cada
parametro evaluado son las distintas secciones incluidas en la prueba MoCA, junto al puntaje maximo posible de
cada seccion. Se presentan las medias y desviaciones estandar de los puntajes obtenidos en cada seccion por los
individuos de ambos grupos evaluados. Las diferencias entre los grupos se realizaron usando t student. La
importancia significativa se identifica como p < 0.05.

Estos resultados demuestran que, si bien no hubo diferencia estadisticamente significativa entre
ED y EI en ninguna de las secciones evaluadas de manera independientes por la prueba MoCA, si
existen secciones con menor rendimiento en ambos grupos, como se habia especulado
anteriormente. Donde se demuestra esta mayor afeccion es en el lenguaje y el recuerdo diferido
donde la media de puntaje fue menor a la mitad de los puntos posibles obtenidos tanto en los

participantes del grupo ED como EI, seguido por las habilidades visoespaciales y la atencion,
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donde el puntaje medio es apenas superior a la mitad de puntaje maximo posible. Esto corrobora
lo deducido anteriormente, ya que, aunque se puede observar una alteracion en la funcion cognitiva
que se relaciona con las habilidades visoespaciales y la atencidon, ambas examinadas por medio de
la prueba TMT, donde se observa un mayor déficit es en las secciones que valoran el lenguaje y el
recuerdo diferido, este ultimo siendo una medida de valoracion de la memoria, areas no evaluadas
por la prueba TMT. Esto ultimo es relevante ademas porque la memoria diferida es el dominio mas
comun para diagnosticar pacientes con deterioro cognitivo leve y con enfermedad de Alzheimer
temprana, especialmente por la alta sensibilidad del recuerdo diferido como prueba (Kaur et al.,

2018; Zhao et al., 2012).

Un déficit en la memoria episddica evaluada por el recuerdo diferido de nueva informacion es el

dominio méas comun de la funcion cognitiva que desencadena diagnostico de DCL

Debido a que la prueba TMT tiene una normativa en que los resultados ademéas de demostrar si
existe deterioro cognitivo o no, pueden clasificar el deterioro cognitivo en severo o grave segin
los resultados, por lo cual, aplicando chi cuadrado se evaluaron estos resultados tanto de la seccion

A como de la seccion B tabla 11.6.

Expuesto Directamente Expuesto Indirectamente
Variable (n=50) (n=46) p
N % N %
Normal 17 34 17 36.96
TeSt:MT Dafio leve 6 12 8 17.39 0.724
Dafio severo 26 52 21 45.65
Normal 28 56 23 50
TeSt];r MT o leve 7 14 6 13.04 0.526
Dafio severo 15 30 17 36.96

Tabla 11.6 Deterioro cognitivo detectado con la prueba TMT seccion A y B, se presentan los datos como frecuencia y
porcentaje, sefialando resultados que no demuestren un deterioro cognitivo como resultados normales y aquellos que
presenten deterioro cognitivo divididos segun el nivel de deterioro detectado en leve y severo, las diferencias entre los
grupos se realizaron por medio de chi cuadrado. La importancia significativa se identifica como p < 0.05.
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Con estos resultados podemos observar que no existe una diferencia estadisticamente significativa
en el deterioro, tanto leve como severo, entre ambos grupos encontrados, observando una
tendencia en ambos grupos a una mayor cantidad de voluntarios con deterioro cognitivo severo en
comparacion con la cantidad de voluntarios que presentaban deterioro cognitivo leve. Asi mismo
se puede observar que la cantidad de voluntarios que presentan deterioro cognitivo en ambos
grupos estudiados es menor en la prueba TMT B, teniendo una proporcién mayor de voluntarios
sin deterioro detectado por la seccion B (50 y 56%) a la proporcion de voluntarios sin deterioro
detectado por la seccion A (17 y 34%), esto puede deberse que ambas secciones pese a pertenecer
a una misma prueba para detectar los mismos dominios evaltian diferentes aspectos de dichos
dominios por una parte la seccion A evaltia la coordinacion psicomotora, velocidad de
procesamiento visual y la atencion selectiva, mientras que la B evalua la flexibilidad cognitiva y

el procesamiento (Hasegawa & Annaka, 2022).

Los resultados obtenidos estan en alineacion con otros estudios como el de Ma’rufi et al en 2023
donde se estudi6 una poblacion de trabajadores del campo de Indonesia para encontrar una relacion
entre los pesticidas y el deterioro cognitivo y comportamiento, encontrando con el uso del MoCA
que el 70% de los trabajadores expuestos a los pesticidas tenian deterioro cognitivo (Ma’rufi et al.,
2023), aunque este estudio tiene la limitacion de no tener un grupo control para comparar y
establecer una significancia, resulta Util a la hora de observar una tendencia, tanto en ese estudio
como en el presente, a una mayor proporcion de individuos que tienen deterioro cognitivo cuando
estos tienen contacto con pesticidas observando que en ambos estudios mas del 50% de los

individuos expuestos a pesticidas tenian deterioro cognitivo detectado por la prueba MoCA.

Tomando en cuenta lo anterior los resultados obtenidos por el estudio de Chittrakul et al,

complementan los hallazgos encontrados al usar un grupo control plantean una comparacion donde
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se encuentra una diferencia estadisticamente significativa en los resultados obtenidos por diversas
pruebas neuropsicoldgicas, entre las que se encuentra el MoCA, teniendo los trabajadores que
habian entrado en contacto con los pesticidas OP menor rendimiento en estas pruebas, llegando a
detectar en estos deterioro cognitivo, a comparacion de los trabajadores que atin no habian entrado
en contacto con los OP (Chittrakul et al., 2022), lo cual no solamente habla de proporciones
grandes de los grupos expuestos directos , si no que plantea la diferencia significativa al usar un
grupo control, en consecuencia a estas afirmaciones los resultados de este experimento se verian
enriquecidos en caso de usar un grupo control para hacer la comparativa de los resultados
encontrados y observar si existe una diferencia significativa entre los grupos expuestos, con los
controles, sin importar si la exposicion es directa o indirectamente como se observd en la
experimentacion de Prado Guzman et al en 2020 donde al estudiar una poblacion rural de Tolima,
Colombia evaluaron el deterioro cognitivo con el uso de varias pruebas neurologicas entre ellas la
prueba TMT, encontrando que existe una diferencia significativa en los resultados con un mejor
desempefio por parte del grupo no expuesto en comparacion con los grupos expuestos tanto
indirecta como directamente, en ambas secciones de la prueba TMT, pero especialmente en la
seccion B, concluyendo en que la mayor exposicion a pesticidas se relacionaba con menores
puntajes cognitivos, especialmente en la seccion TMT A (Prado Guzman et al., 2023), no obstante
hay que tomar en cuenta diferencias socio-culturales de las poblaciones estudiadas, lo cual podria
explicar que en ambos experimentos se obtengan resultados diferentes en cuanto a la diferencia
significativa del desempeio de grupos con exposicion directa e indirecta, de modo que la necesidad
de contrastar los resultados obtenidos en este estudio con un grupo control vuelve a presentarse
para una observacion y andlisis mas completo en cuanto a los niveles de deterioro cognitivo con

la exposicidn a pesticidas.
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IV.5 Estudios del daiio genético

Se identificaron 100 células de cada participante con el software OpenComet y se clasificaron en
base al dafio al ADN en 5 categorias, considerando el tipo 0 una célula sin dafio el tipo 4 como
células con dafio muy severo. Se obtuvieron las medias de las células pertenecientes a cada
categoria de los voluntarios de ambos grupos los resultados fueron analizaron por medio de t

student para comparar los resultados de ambos grupos estudiados tabla 11.7.

Exposicion directa Exposicion indirecta

Pardmetros Media + (DE) Media + (DE)
Tipo 0 1.65 (2.55) 10.16 (15.17) <0.001
Tipo 1 3.67 (4.36) 46.97 (18.15) <0.001
Células  Tipo 2 64.15 (21.48) 39.86 (18.52) <0.001
Tipo 3 26.60 (22.34) 2.16 (2.44) <0.001
Tipo 4 3.86 (4.09) 0.83 (2.30) <0.001

Tabla 11.7 Clasificacion de las células con dafio genético, considerando las células de tipo 0 como
células sin dafio o dafio indetectable, las de tipo 1 con dafio muy leve, las de tipo 2 con dafio leve,
las de tipo 3 con dafio severo y las de tipo 4 como con daflo muy severo, los datos se presentan
en medias y desviaciones estandar, las diferencias entre los grupos se realizaron por medio de t
student. La importancia significativa se identifica como p < 0.05.

Se encontré una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo expuesto directa e
indirectamente en todas las categorias para clasificar el dafio a las células. Se puede observar una
diferencia significativa en la cantidad de células en promedio con ADN intacto entre el grupo ED
con una media de 1.65 + 2.55, y el grupo EI una media 10.15 + 15.15, lo cual muestra que si bien
hubieron participantes del grupo en los que todas sus células tuvieron dafio una gran cantidad de
participantes tuvieron células con ADN intacto a diferencia de los participantes del grupo de

exposicion directa.
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Figura 8. Imagenes tomadas
con un microscopio de
fluorescencia sobre las muestras
de dos voluntarios donde se
pueden ver varias células con y
sin formacion en cometa.

A) Voluntario expuesto
directamente: se pueden
observar a simple vista varios
cometas con daflo severo

B) Voluntario expuesto
indirectamente: Se  pueden
observar a simple vista algunos
cometas con dafo ligero y
severo y varias células sin dafio
B) al ADN

Resalta en el grupo ED que las células tendian a estar mayormente clasificadas dentro del tipo 2 y
tipo 3, es decir con dafio ligero y severo, mientras que en el grupo con pocos en el tipo 1, mientras
que en la muestra de exposicion indirecta las células se encuentran mayormente clasificadas en
tipo 1 y tipo 2, es decir con dafio muy ligero y con ligero, figura 8. De igual modo se puede

encontrar un contraste entre las clasificaciones en que menos se encontraban las células, en el
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grupo indirecto las células tipo 0 y 1, mientras que en el grupo indirecto habia menos células
clasificadas dentro del grupo 3 y 4. Sumado a las diferencias significativa, los resultados sefialan
una tendencia a un mayor dafio al ADN en los pacientes que tienen contacto directo con aquellos
pacientes que tienen un contacto indirecto, donde si bien una gran cantidad de células tienen dafio,
el dafio tiende a ser menor teniendo incluso células con nulo dafio, estos resultados se encuentran
alineados con otros estudios que evidencian la relacion entre el dafio genético con los pesticidas
como el estudio de Matheus et al donde por medio del ensayo de microntcleos a trabajadores
expuesto y no expuestos a pesticidas encontraron una diferencia significativa y una correlacion
positiva entre la exposicion a pesticidas y la presencia de micronticleos, los cuales surgen a
consecuencia de la genotoxicidad (Matheus et al., 2017). Al mismo tiempo se puede ver una
congruencia de estos resultados con los encontrados por Cayir et al en 2019, ya que estos usaron
los tipos de cometas segtin el dafio como un parametro para encontrar una relacion entre el dafio
genético y la exposicion a pesticidas, encontrando que los trabajadores expuestos directamente a
mezclas de pesticidas tenian mayor dafio en el ADN en comparacion al grupo control, lo cual se

observaba en la cantidad de nucleoides en cada categoria de dafio (Cayir et al., 2019).

El analisis de OpenComet lanz6 resultados de varios pardmetros, para este estudio se consideraron
la intensidad del cometa, la intensidad de la cola, el largo de la cola, el momento cola y momento

olive, ademas de parametros basados en la clasificacion de células con dafio como las unidades
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arbitrarias y la cantidad de células totales con dafio reconocible, como los relevantes para una

comparacion entre ambos grupos estudiados, los cuales fueron analizados por t student tabla I1.8.

Parametro Expul\e/lszgil:i;:‘e(gzél;lente Ind]?rilzltl:rsr:gnte )4
Media + (DE)

Intensidad cometa 36.43 (9.33) 12.66 (2.91) <.001
Intensidad cola 28.53 (8.18) 9.70 (2.19) <.001
Largo cola (px) 23.86 (5.01) 23.97 (4.64) 0.915
Momento cola 22.15 (4.99) 21.19 (4.60) 0.348
Momento olive 11.69 (2.49) 11.42 (3.03) 0.966

Células totales con dafio 100 (0.00) 87.97 (20.16) <0.001
Unidades arbitrarias 228.40 (28.89) 136.53 (26.47) <0.001

Tabla I1.8 Evaluacion de la genotoxicidad obtenida por OpenComet Los datos se presentan en medias y
desviaciones estandar, las diferencias entre los grupos se realizaron por medio de t student. La importancia
significativa se identifica como p < 0.05.

Intensidad cometa: Contenido de ADN dividido entre el tamafio del cometa.

Intensidad cola: Contenido de ADN dividido entre el tamafio de la cola.

Largo cola: Largo de la cola en pixeles.

Momento cola: Longitud de la cola multiplicada por el % de ADN de la cola.

Momento olive: Producto del % de ADN de la cola y media de la distancia entre los centroides de cabeza y cola.
Unidades arbitrarias: Suma de los valores individuales de los 100 cometas observados, donde el tipo 0 tiene un
valor de 0, el tipo 1 de 1, el tipo 2 de 2, tipo 3 de 3 y el tipo 4 de 4.

Se encontr6 una diferencia significativa entre ambos grupos en los parametros de intensidad del
cometa con una media de 36.43 = 9.33 y 12.66 + 2.91 del grupo ED y EI respectivamente, en
intensidad de la cola, con una media de 28.53 + 8.18 y 9.70 + 2.19 del grupo ED y EI
respectivamente, y en las unidades arbitrarias con una media de 228.40 + 28.89 para el grupo ED
y 136.53 £26.47 en el grupo EI, coincidiendo en una tendencia a valores mayores en el grupo ED
en comparacion al grupo EI, mientras que, en el caso del largo de la cola, el momento cola y el

momento olive, no existe una diferencia significativa entre ambos grupos. A la vez se evaluaron
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las cantidades de células que tenian dafio, aquellas que tenian células con dafio de tipo 1 a 4,
existiendo una diferencia significativa entre ambos grupos evaluando, siendo el grupo ED el que

presentaba mas células afectadas por la genotoxicidad.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en otros estudios como el de Grover et al en 2003,
donde al realizar un andlisis cometa sobre los leucocitos de una poblacion de trabajadores
expuestos a pesticidas y sujetos control, encontraron una diferencia significativa entre el dafo
genético de los trabajadores expuestos en contraste al grupo control, aunque dicho estudio al usar
el parametro de largo de la cola, el cual era significativamente mayor en los trabajadores expuestos
a los controles, no es equiparable al ser el largo de la cola uno de los parametros sin diferencia
estadisticamente significativa en la experimentacion de este estudio, aunque se puede observar que
en el estudio de Grover el largo de la cola entre los trabajadores con mayor exposicion (aquellos
con mas afios de exposicion) con aquellos con menor exposicion era ligeramente diferente (Grover
et al., 2003), con lo cual se podria especular que la razon de que esta no sea significativa entre ED
y El en este sea seglin la cantidad de exposicion siendo mayor en los ED asi como en los de mayor
tiempo de exposicion y menor en los EI asi como en los de menor tiempo de exposicion, sin
embargo para poder confirmar esto es necesario comparar con otro estudio en el que se hayan

investigado segun el tipo de exposicion y no el tiempo de exposicion.

Si bien los resultados pueden contraponerse a otros como lo obtenido por Piperakis et al en 2006,
donde se usaron linfocitos y se cuantifico el porcentaje de ADN en la cola y la intensidad de la
cola con la cual se dividieron las células segun el tipo de dafio presentado, encontraron que no
habia una diferencia significativa entre el nivel de dafio del ADN de los trabajadores moderada y
altamente expuestos y el grupo control (Piperakis et al., 2006), existen otros estudios que

confirman los resultados de la experimentacion de este trabajo presentado, ademas de los
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mencionados anteriormente caben mencionar el de Carbajal et al en 2015, en la cual se estudio una
poblacién de trabajadores expuestos a pesticidas en Guerrero midiendo el dafio al ADN por medio
de un estudio cometa a células bucales, encontrando un dafio significativamente mayor en el grupo
expuesto a comparacion del no expuesto, confirmando la genotoxicidad por un ensayo de
micronucleos llevado a cabo en esa misma experimentacion (Carbajal-Lopez et al., 2015), o la
investigacion de Intranuovo et al de 2018 que de igual manera a esta investigacion evaluo linfocitos
y encontrd un mayor nivel de dafios al ADN en los trabajadores expuestos ocupacionalmente a
pesticidas en comparacion con el grupo no expuesto que vivia en la misma zona, por medio de
parametros como unidades arbitrarias, porcentaje de ADN en la cola, largo de la cola y momento

cola (Intranuovo et al., 2018).

IV.6 Analisis de correlacion

Finalmente, los parametros mas relevantes del estudio como los resultados de las pruebas
neuropsicologicas, la hemoglobina, la intensidad de la cola y del cometa, fueron analizados por
una correlacion de Pearson con los niveles de afeccion por inhibicion de las colinesterasas entre
ambos grupos, usando este parametro como biomarcadores de la accion de los pesticidas

colinesterasicos tabla 11.9.

Pardmetro Exposicion directa Exposicion indirecta
AChE BChE AChE BChE
r -0.07 0.055 0.126 0.125
Test MoCA
(0.965) (0.742) (0.419) (0.425)
r -0.110 -0.087 -0.160 0.010
Test TMT A
(0.279) (0.394) (0.120) (0.924)
r -0.061 0.196 -0.111 0.033
Test TMT B
(0.717) (0.238) (0.490) (0.840)
Tipo 1 r -0.667 -0.296 0.013 -0.353
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p (0.020) (0.067) (0.935) (0.019)
r 0.465 0.290 -0.293 -0.050
Tipo 3
p (<0.001) (0.008) (0.054) (0.742)
r 0.147 0.266 -0.015 -0.012
Tipo 4
p (0.183) (0.015) (0.925) (0.940)
r
Intensidad del 0.524 0.302 -0.056 -0.089
cometa p (<0.001) (0.005) (0.716) (0.584)
r
Intensidad de 0.489 0.287 -0.085 -0.089
la cola p (<0.001) (0.009) (0.583) (0.565)
Unidades r 0.178 -0.076 0.121 -0.128
arbitrarias (0.278) (0.646) (0.440) (0.415)

Tabla I1.9 Correlaciones entre los diversos parametros evaluados con la disminucion/inhibicion de la
acetilcolinesterasa (AChE) y la butirilcolinesterasa (BChE). Tipo 1, tipo 2, tipo 3: Cantidad de células evaluadas
por estudio cometa que caen dentro de su categoria respectiva Test MoCA, Test TMT A y TMT B: Resultados

obtenidos en puntaje para las pruebas. Los datos fueron analizados mediante la correlacion de Pearson y los

resultados se expresan como coeficientes de correlacion (r) y p entre paréntesis. Se indica como importancia

significativa p < 0.05.

Los resultados muestran en la exposicion directa 5 parametros en los que existe una correlacion

significativa con la inhibicion de cualquiera de las dos enzimas estudiadas, de las cuales solamente

una muestra una correlacion significativa negativa, siendo esta la inhibicion de AChE con la

cantidad de cometas tipo 1, mientras que las demas correlaciones son positivas, dichas son en el

caso de la disminucion de la actividad de la AChE con la intensidad del cometa, la intensidad de

la cola, y la cantidad de cometas de tipo 3; y en el caso de la inhibicién a la BChE es con los

mismos parametros sumando los niveles de hemoglobina y la cantidad de cometas de tipo 4.

Por otro lado, en la exposicion indirecta se puede observar una correlacion significativa entre la

inhibicién de las colinesterasas y la cantidad de cometas de tipo 1 con la inhibicion de la BChE,

observando una correlacidon negativa significativa.
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Los resultados obtenidos demuestran una correlacién no fuerte, pero si significativa entre el dafo
genético y el efecto en de los pesticidas en los humanos medido en la inhibicién a las
colinesterasas. Por un lado, la correlacion significativa negativa entre la cantidad de cometas de
tipo 1 y la inhibicion de la AChE indica que mientras mayor es la afeccion a la AChE se generan
menores cantidades de cometas con dafio muy leve, es decir, los de tipo 1 en los individuos
expuestos directamente al mismo tiempo que se ve en este grupo y correlacionado a la disminucion
de esta misma enzima, una correlacion significativa positiva con los cometas de tipo 3, lo cual
expone que a menor cantidad de esta enzima mayor cantidad de cometas con dafio severo se pueden
observar, y si sumado la existencia de una correlacion significativa positiva entre los cometas con
dafio muy severo y la inhibicion de BChE, se puede sugerir que mientras mayor es la inhibicion a
las colinesterasas, se forman menos cometas con dafio leve e inicia a incrementarse la formacion
de cometas con un dafio mucho mayor, como lo son los de tipo 3 y 4, en personas que se exponen
directamente a los pesticidas. Esto contrasta con lo observado en los pacientes expuestos
indirectamente donde si bien se registra una significativa correlacion negativa entre la inhibicion
de la BChE con los cometas de dafo leve, al igual que en los individuos expuestos indirectamente,
aunque en este relacionandose con la inhibicién de la AChE, no existe una correlacion entre la
inhibicion de ninguna colinesterasa con el aumento o disminucion de cantidad de cometas con un

dafio mayor.

Con respecto a la intensidad del cometa y de la cola, se puede notar una clara correlacion positiva
significativa entre la disminucion tanto de la AChE como la BChE en el grupo expuesto
directamente, lo cual evidencia que mientras mayor es la afeccion de los pesticidas en este grupo,

inhibiendo ambas colinesterasas, mayor es el nivel de dafio al ADN observado en una mayor
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intensidad tanto del cometa como de la cola. No obstante, en el caso de los voluntarios expuesto

indirectamente no se pudo observar una correlacion significativa entre estos parametros.

Concluyendo que los niveles de intoxicacién provocados por pesticidas causan un dafio mayor en
los individuos expuestos directamente de manera que mientras mas dafio enzimatico provocan
mayor es el dano genético medible por el ensayo cometa, mientras que en los individuos expuestos
indirectamente la exposicion a pesticidas si bien puede generar dafio genético, los niveles de
inhibicion sobre las colinesterasas se correlaciona muy levemente con la genotoxicidad medible

por el estudio cometa.

Mientras que no se observd ninguna correlacion significativa entre el deterioro cognitivo y la
inhibicion de las colinesterasas en ningin grupo evaluado, lo cual contrasta con el estudio de
Rosales et al se evalu6 a trabajadores expuestos ocupacionalmente a pesticidas OP y encontraron
por medio de una relacion linear, una correlacion significativa entre la inhibicion de la BChE y las
puntuaciones de la prueba MMSE (Rosales-Rimache et al., 2023). Los resultados de las
correlaciones de este estudio destacan considerando también los resultados de los individuos a las
pruebas neuropsicoldgicas donde una gran cantidad de voluntarios presentaban deterioro cognitivo
en ambos grupos evaluados, lo cual podria significar que el desarrollo cognitivo de la poblacion
estudiada se ve afectada por variantes socioculturales. Aunque otros estudios sobre los efectos
dafiinos de los pesticidas encontraron diferencias significativas en los parametros evaluados entre
los grupos expuestos y controlados tampoco encontraron correlaciones significativas como la
investigacio Bernieri et al de 2019 donde se investigaron a trabajadores expuestos a pesticidas en
Brasil y encontraron dafo significativamente mayor en los agricultores expuestos durante mayor
tiempo que en los expuestos durante menor tiempo, a su vez que se una inhibicion de la BChE

significativamente incrementada en los grupos expuestos durante mayor tiempo, sin embargo no
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encontraron una correlacion entre la inhibicion de la BChE, el dafio genético y el tiempo (Bernieri

etal., 2019).

Finalmente se aplicd un andlisis por correlacion de Pearson entre los niveles de genotoxicidad,
medida en la intensidad del cometa y la intensidad de la cola, y el deterioro cognitivo medido por

las 3 pruebas, en ambos grupos expuesto, tabla II. 10.

Parimetro Exposicion directa Exposicion indirecta
Intensidad de cometa Intensidad de cola Intensidad de cometa  Intensidad de cola
r -0.143 -0.110 -0.350 -0.403
MoCA
p 0.198 (0.322) (0.020) (0.007)
r 0.029 0.002 0.042 0.085
TMT A
p 0.796 (0.983) (0.791) (0.594)
TMT B r -0.002 0.002 0.230 0.292
p 0.986 (0.987) (0.143) (0.060)

Tabla I1.10 Correlaciones entre el deterioro cognitivo medido seglin los resultados obtenidos en las pruebas MoCA, TMT
Ay TMT B y el nivel de dafio genético medido en la intensidad del cometa y la intensidad de la cola entre ambos grupos
evaluados Los datos fueron analizados mediante la correlacion de Pearson y los resultados se expresan como coeficientes
de correlacion (r) y p entre paréntesis. Se indica como importancia significativa p < 0.05.
Los resultados demuestran una correlacion negativa significativa entre el dafio genético medido
tanto por la intensidad del cometa como la intensidad de la cola con los resultados del MoCA en
el grupo El, entendiendo que, a mayor dafio genético medido por estos pardmetros, menores eran
los resultados de los voluntarios EI obtenidos por medio del MoCA. Si bien no hay experimentos
que correlacionen estos dos parametros en individuos expuestos ocupacional y/o ambientalmente
a pesticidas con lo cual comparar estos resultados, se puede ver una congruencia con estudios que
se enfocan exclusivamente a la correlacion entre el deterioro cognitivo y el dafio genético como el

trabajo de Bortolotto et al de 2021, que se centrd en el dafio genético por estrés ocupacional en

personal de enfermeria, encontrando una asociacion entre niveles deficientes de rendimiento
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cognitivo, especialmente en la memoria de trabajo, y el dafno al ADN medido tanto por
micronucleos como el ensayo cometa (Bortolotto et al., 2021), o la investigacion de Lee et al en
2009 que estudi6 una poblacion de edad avanzada encontrando una correlacion entre el deterioro
cognitivo y el dafio al ADN medido por el estudio cometa exclusivamente en el parametro de

porcentaje de ADN en cola ((Lee et al., 2009)).
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CAPITULO V. CONCLUSIONES
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En esta investigacion se observaron los efectos de los pesticidas en diferentes parametros que
afectan la salud de los individuos que puedan ser expuestos tanto directa como indirectamente, con
un enfoque en los pesticidas OPs, los cuales son los mas utilizados por empresas agricultoras
mexicanas. Se pudo observar de manera bastante preocupante, un alto porcentaje de individuos
con deterioro cognitivo en ambos grupos de participantes evaluados, un hallazgo bastante
alarmante que puede indicar el grave efecto neuroldgico de los pesticidas, aunque la falta de una
diferencia significativa entre ambos grupos pueda significar que el deterioro cognitivo este

viéndose amplificado por otras variables ambientales y socioculturales.

Al encontrar concentraciones de BDNF significativamente menores en los individuos del grupo
expuesto directamente en comparacion al grupo expuesto indirectamente se recalcan los efectos
neurotdxicos de los pesticidas, reiterando los antecedentes que sugieren una alteracion directa de
los pesticidas sobre esta proteina y al juntar estos resultados con los obtenidos con las pruebas
neuropsicologicas se puede sugerir una hipotesis en la cual si bien ya existe un declive cognitivo
en los pacientes con exposicion indirecta, los niveles de pesticidas no llegan a disminuir tanto
como en pacientes con una exposicion mas concentrada como es en el caso de la exposicion directa
y al no existir un grupo control sobre el que se experimentara en esta exposicion solo se puede
especular si los niveles de exposicion indirecta se encuentran disminuidos, aumentados o similares
a los de una poblacion no afectada por pesticidas y por consecuente si se afectaron las rutas y/o
genes que codifican para el BDNF en caso de encontrarse disminuidos, o si al contrario estos se

encuentran aumentados como un mecanismo de proteccion para la supervivencia neuronal.

Respecto a la genotoxicidad, esta fue medida mediante pardmetros del estudio cometa,
encontrando que existen dafio al ADN en ambas poblaciones estudiadas con un dafio

significativamente mayor en la poblacion con una exposicion directa a los pesticidas, lo cual se
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puede ver en la cantidad de células que tenian dafio en ambas poblaciones y los parametros de
intensidad de la cola e intensidad del cometa, siendo congruente con otros estudios y reafirmando
la hipotesis que asevera el dafio que causan los pesticidas, siendo la causa el estrés oxidativo

causado por los pesticidas.

Por ultimo, en las enzimas colinesterasas, usadas en el estudio como biomarcadores para confirmar
el efecto de los pesticidas, se identificé una tendencia hacia la inhibicion de la actividad de la
butirilcolinesterasa, mas no en la acetilcolinesterasa, por lo tanto, los grupos sobre los que se
estudio pudieron tener contacto con pesticidas o sustancias que inhibieran la accién de los OPs
sobre la acetilcolinesterasa. Esta inhibicion nos indica y confirma que los individuos participes en
el estudio tuvieron exposicion a los pesticidas, ademas de sugerir que no solamente a pesticidas
OPs, si no que puede que a mezclas de diversos pesticidas de otro tipo, esto a su vez sefiala que
los efectos sobre el ADN y la plenitud cognitiva fueron causados no solamente por OPs, sino por
algin otro pesticida que afecte otras dianas, y si bien esta hipotesis no puede descartarse seria
necesario una confirmacion sobre los pesticidas con los que los individuos trabajaron y los que

utilizan la empresa de la zona donde viven.

Esta investigacion ayuda a comprender de mejor manera los efectos neuro y genotoxicos de los
pesticidas sobre poblaciones que trabajen y convivan con ellos habitualmente, encontrando ciertas
diferencias, tendencias y similitudes entre ambos grupos, lo cual pone un enfoque mayor en la
necesidad de proteger esta poblacion vulnerable divulgando informacién simple pero efectiva y
completa entre los propios individuos que tengan contacto con la intencion de que estos
comprendan los peligros a los que se enfrentan y puedan cambiar sus habitos a un mayor cuidado,
una mejor proteccion y habitos higiénicos, a su vez que debe aumentarse la presion sobre las

empresas que utilizan estos trabajadores para que velen por la salud de ellos asi como la de la
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poblacién que habita en las zonas donde suelen trabajar, con la finalidad que estas mismas
empresas otorguen material de trabajo y proteccion adecuado sobre los trabajadores, cuide el tipo
de pesticidas y mezclas que utilizan asi como informen a los trabajadores constantemente maneras
de cuidarse, riesgos, y tengan una buena atencién a la salud en caso de que algun trabajador

desarrolle sintomas de una intoxicacion tanto aguda como crénica.
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CAPITULO VI PROYECTOS A FUTURO
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Los trabajos que pueden hacerse en un futuro pueden tener dos enfoques principales, mejorar los
trabajos presentados intentando minimizar las limitaciones de este trabajo, incluyendo un grupo
control para una mejor referencia y comparativa, asi como agregar otras pruebas experimentales.
El otro enfoque es explorar en las areas que no se han profundizado en este trabajo, como los
habitos de los trabajadores o estudiar correlacionar los pesticidas con los que tengan contacto y la

genotoxicidad y/o deterioro cognitivo.

Por un lado, puede profundizarse el estudio tanto de la genotoxicidad como del deterioro cognitivo
incluyendo otras pruebas. En el caso de la genotoxicidad puede realizarse otro ensayo de caracter
rapido que pueda hacerse a los voluntarios, como un estudio de microntcleos, el cual si bien por
si solo no presenta resultados contundentes puede usarse como complemento, esto pues se necesita
solamente una muestra de saliva lo cual permite que incluso pacientes que puedan negarse a ser
puncionados puedan participar. En el caso del deterioro cognitivo, una prueba como la MSSE por
su rapidez y facil aplicacion puede complementar los resultados obtenidos con el MoCA, asi como
alguna otra prueba rapida como el test del reloj, aunque el MSSE por su validez en espafiol puede

ser una mejor opcion complementaria.

Por otro lado, puede hacerse un estudio con una inclinaciéon a recaudar informacién sobre los
habitos de los trabajadores y las empresas con respecto a los plaguicidas, ya que, si bien al
momento de hacer la recoleccién de datos los voluntarios comentaban algunas cosas sobre la
manera en que trabajaban o lo que conocian, dicha informacion no fue recolectada. Ademas, contar
con un estudio de esta indole demostraria lo que otros estudios mencionan sobre la falta de una
adecuada instruccion a los trabajadores agricolas que estan en contacto con pesticidas y como esto

afecta teniendo mayor facilidad a incidentes de toxicidad cronica.
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Para profundizar el estudio puede optarse también por investigar que pesticidas son con los que
tienen en contacto los trabajadores segun los metabolitos urinarios que puedan detectarse,
inclinando el estudio a correlacionar especificos pesticidas o mezclas de estos con los efectos sobre
los parametros estudiados. Esto quitaria la limitante de desconocer con exactitud los pesticidas que
utilizan, ya que los trabajadores no respondian a dicho cuestionamiento al ignorar ellos mismos
las sustancias con las que trabajan. Por ende, una investigacioén en la cual se estudien residuos
urinarios de metabolitos puede dar informacion suficiente para correlacionar los pesticidas con los
parametros como el deterioro cognitivo como la genotoxicidad, y por ende tener una mejor

comprension sobre como los tipos de pesticidas y mezclas estan afectando estos parametros.
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Anexo 1. Prueba MoCA (Montreal Cognitive Assessment)

MONTREAL COGNITIVE ASSESSMENT (MOCA) poMERE: -
Nivel de Facha de nacimiento:
(EVALUACION COGNITIVA MONTREAL) ;’:'::“: FECHA:
VISUDESPACIAL / EJECUTIVA [.'libujar un reluj {Once y diez)
Copiar el
cuba [3 puntos)
: Final
Comignzo
[ ] [ ] [ 1] [ ] [] /5
Contomo MNiimaros Apgujas
IDENTIFICACION
[
\
]
\ SN
[] /s
Lea ka hsta de palabras, e
a Lerilos. :
H::I;L'HD:-:.:IH: E?GI'I'I'I.II.ICI'!- ler intento puntas
Mds tarde. 7 intento
ATENCION Lea la sene da nimeras (1 nimeny/seg. | El paciente debe repetirla. [ ] 21854
El paciente debe repetirla a la inversa. [ ] 742 _;"E
Lea la serie de letras. B paciente debe dar un golpecito con la mano cada vez que 58 diga la letra A. Mo se asignan puntos si > Z errores.
[ ] FEACMMNAAIKLEAFAKDEAAAIAMOFAAB |_ M
Restar de 7 en 7 empezando desde 100. [ 193 [ ]88 [ 179 [ 172 [ ]86s
4 05 susiraceiones comectzs: 3 puntes, 2 0 3 comectas: 2 pumios, | comectz: 1 punto, 0 corectas: 0 pantes. _-"rs
LENGUAJE Pepesir: B g 52 esconde beje el sofd cussda bes perms estren e lasabs. [ ] Espero gue & e esiregue o mensage use vez que elle se b pida[ ] i |
Fluidez del lenguaje. Decir el mayor ndmere posible de palabras que comiencen por la letra "P* en 1 min. [ ] (N =11 palsbens) §  fq
ABSTRACCION Similited entre p. gj. manzana-naranja = futm [ ] wen-biciderm [ ] relojregla o
AR ) Debe scordarse de les palshres | ROSTRO SEDA IGLESIA CLAVEL ROJD Puntos por /5
SIN PISTAS [ ] [ ] [ ] [ I [ ] recuerdos f -
SIM PISTAS
Pista de categoria Unicamenta
Pista eleccion multiple
. Dia ded D= de la
ORIENTACION [ ] I?j[echa“;ﬂ [ ] Mies [ ] Al [ ] p—— [ ] Lugar [ ]annlﬂan /&
© Z Nasreddine MD Versién 07 newiembre 2004 MNormal = 26 / 30 TOTAL /30
www.mocatest.org Afads 1 pusto si tiene 5 12 aios de estudios j

111



Anexo 2. Prueba TMT (Trial Making Test)
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Anexo 3. Datos normativos para TMT con ajuste a la poblacion

adulta de México.

Normative data for the TMT-A stratified by age and education levels for MEXICO

Age (Years)
Percentile  18-22  23-27 2832 33-37 3842 43-47 4852 53-57 5862 6367 6872 7377 =77
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= 70 28.5 31.7 349 38.1 414 44.6 478 51.0 54.2 575 60.7 63.9 67.1
l:': 60 335 36.8 40.0 43.2 46.4 49.6 52.9 56.1 59.3 625 65.7 68.9 722
= 50 382 414 447 47.9 511 543 57.5 60.8 64.0 67.2 70.4 73.6 76.8
?}1 40 429 46.1 493 52.6 558 59.0 62.2 654 68.7 719 75.1 783 BL.5
o] 30 48.0 512 544 57.6 60.8 64.1 67.3 70.5 737 769 80.2 834 86.6
5 20 54.0 572 60.4 63.6 66.8 70.1 733 76.5 9.7 829 86.1 89.4 926
- 15 57.1 609 64.1 67.4 70.6 738 77.0 80.2 835 86.7 89.9 93.1 96.3
10 62.2 654 68.6 719 5.1 78.3 BL.5 84.7 88.0 912 94.4 97.6 100.0
5 69.0 722 754 T8.6 BL.8 85.0 B8.3 915 94.7 979 100.0  100.0 -
Normative data for the TMT-B stratified by age and education levels for MEXICO
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5 146.3 1550 1636 1723 180.9  189.6 198.2 2069 2155 2242 2328 2415 2501
95 - - - - - 13.7 224 310 39.7 48.3 57.0 65.6 743
o0 - - 10.6 19.3 279 36.6 452 539 62.5 71.2 79.8 88.5 97.1
E 85 8.5 17.2 258 345 431 51.8 60.4 69.1 1.3 86.4 95.0 103.7 1123
= 80 21.2 299 385 47.2 55.8 64.5 73.1 81.8 90.4 99.0 107.7 116.3 1250
= 0 41.5 50.1 58.8 67.4 76.1 847 934 102.0  110.7 1193 1280  136.6 1453
f_c: 60 58.6 67.3 759 B4.6 032 101.9 1105 1191 127.8 136.4 1451 153.7 1624
@ 50 745 83.1 91.8 100.4 9.0 117.7 1263 1350 1436 1523 1609 169.6  178.2
g 40 90.3 93.9 1076  116.2 1249 1335 1422 1508 159.5 168.1 176.8 1854 1941
&1 30 107.4 116.1 124.7 1334 1420 150.7 1593 1680 176.6 IB5.3 1939 2026 2112
B 20 127.7 136.3 1450  153.6 162.3 170.9 1796 1882 1969 2055 2142 2228 2315
= 15 140.4 1490 1577 166.3 1750 1836 1923 2009 2096 2182 22609 2355 2442
10 155.6 1642 1729  I8LS5 190.2 1988 2075 2160 2248 2334 2421 2507 2594
5 178.4 187.1 1957 2044 2130 2217 2303 2390 2476 2562 2640 2735 2822
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Anexo 4. Kit de analisis de la actividad de la acetilcolinesterasa

SIGMA-ALDRICH

Product Information

Acetylcholinesterase Activity Assay Kit

Catalog Mumber MAK119
Storage at Room Temperature

wigrma-aldnich, com

50 Spruce Seeed. 5t Lows, MG B30T L%

Tek [BO0Y S20-3055 (@14: 7715765  Fas: (2040 335-5052 {314) 7715757
emal: echaerice@sal com sqma-sldrch.com

TECHNICAL BULLETIN

Product Description
Acatyicholinesterases (AChEs) are anzymes that
hyrrolyze the neurctransmitter acetylchaline (ACh) to
acetate and choline. AChE is located at the synaptic
cleft and functions o terminate synaplic ransmission
by catalyzing the breakdown of ACh allowing
cholinergic neurons o return 1o a resting state after
activation. Changes in AChE activity may result fram
exposune 1o certain insecticides, which act as
cholinesterase inhibitors. Inhibitors of AChE are also
used o reat certain conditions such as dementia.

Tha Acatylchalinesterase Activity Assay kit provides a
simple and direct procedure for measuring ACHE levels
in a variety of samples such as blood, serum, and
plasma. This assay is an oplimized version of the
Elman mathod in which thiccholine, produced by
ACHE, reacts with 5,5'-dithiobis( 2-nitrobenzoic acid) to
farm an colorimetric (412 nm) product, proportional to
the: AChE actlivity present. One unit of ACHhE is the
amount of enzyme that catalyzes the production of

1.0 pmole of thiocholine per minute at pH 7.5 at room
temperature. This kit has a inear mnge of

10600 units/L of ACHE activity.

Components
The kit is sufficient for 100 assays in 96 well plates,

Assay Buffer, pH 7.5 30 mL
Catalog Mumbser MAK1124

Calibrator, equivalent to 200 LJ/L 4 mL
Catalog Mumber MAK 1198

Reagent
Catalog Mumbser MAK118C

240 mg

Reagents and Equipment Required but Mot
Provided.

+  Specirophotometric mullivell plate reader
+ Clear 96 well flat-bottom plate

Precautions and Disclaimer

This product is for R&D use only, not for drug,
household, or other uses. Please consull the Material
Safaty Data Sheet for information regarding hazards
and safe handling practices.

Storage/Stability
This kit is shipped, and should be stered at room

lemparature.

Procedure

Sample Preparation

Blocd samples should be diluted 40-fold in Assay
Buffer.

Tiesue or call lysates can be prepared by briefly
sonicating or by homogenization in 0.1 M phosphate
buffer, pH 7.5, followed by centrifugation at 14,000 rpm
for 5 minutes. Usad cleared supernatants for assay.

Best results are oblained when lysates are freshly

prepared. If this is not feasible, lysales should be stored
at 2-8 °C and used within 24 hours.
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Assay Reaclion

1. The Working Reagent should be prepared fresh
and used within 30 minutes. Each reaction will
require 2 mg of Reagent. To prepare Working
Reagent, caleulate the amount of reagent needed
in total and weigh that amount into a cantrifuge
tubse. Add 200 pl of Assay Bulfer per 2 myg of
Reaction and vortex o dissolve.

2. Transfer 200 ul of water (Assay Blank) and 200 ulL
of Calibrator into separate wells of a 96 well plate.
Add 10 pL of samples into separate wells of the
a6-wall plate.

3. Transfer 190 yl of the freshly prepared Working
Reagent 1o all sample wells and tap plate briefly to
mix.

4. Incubate the samphes al room temperature. Afler
2 minutes, take the initial absorbance measuremeant

at 412 nm (P12 heiai-

5. Continue to incubate the plate at room temperature.
AL 10 minutes, take the final measurement (.-

Mote: This assay is based on an enzyme-catalyzed
kinetic reaction. Addition of Working Reagent should be
quick and mixing should be brief but thorough. Usa of a
multichannel pipette is recommeanded.

These assays can be adapled for use in standard 1 miL
cuvettes. To adapt to cuveties follow procedure as for
96 wall plates but change volumeas as follows: 1 mL of
water, 1 mlL of Calibrator, 50 ulL of sample, and 950 pl
of Working Reaganl.

Troubleshooting Guide

Calculations
ACHE Activity junitsiL) =

{Putztina — (Asizlosa = A x 200
(Purzdesmenor — [Ptz Juznx

200 = equivalent activity (units/L) of the Calibrator when
assayed is read at 2 minutes and 10 minutes

n = dilution factor (n = 40 for whole blead)

Atz )iz = Absorbance of the calibrator at 10
fiifLiles

(A1 eiane = Absorbance of the blank at 10 minutes

If the ACHE activity without consideration of the dilution
factor is higher than 600 units/L, dilute sample further in
Assay Buffer and repeat the assay. Mulliply the results

by the dilution factor.

O unit of ACHE is the amount of anzyme that
catalyzes the production of 1.0 pmale aof thischoline per
minute at reom empearature at pH 7.5. This kit has a
linear range of 10800 units/L of AChE activity.

Problem Possible Cause Suggested Solution

Omission of step in procedure Refer and follow Technical Bulletin precisely
Assay not working Plate reader at incomact wavelength Check filter settings of instrurmant

Type of 96 well plate used E:’ns'{""; ;ﬁ;:ﬁf;:[ e ok o L
Sam_piaswiﬂ'l arratic lsn-::;.: -.-duner::sa:cil N Use t.ali:raled.plpal'bas arn:l. alquﬂt.mrﬂ!d:ly
readings mml&ng"h'!“” icare Check the equipment and filter sattings

LS MAM 11/13-1

£2013 Sigma-Aldrich Co. LLC. Al rights reserved. SIGMA-ALDRICH is a wademark of Sigma-Aldrich Co. LLGC, regisiered in the S and other
countries. Sigma brand products ane sold through SigmaeAldrich, Inc. Purchassr must determine the suitability of #ie product(s) for their
particular use. Additional kerms and condians may apply. Pleass see praduct information on the Sigma-Aldrich websile a
www sigmaaldrich. com andior an the reverss side of the invaics or packing slip.
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Anexo 5. Kit para determinacion de BDNF

Certificate of Analysis /
Protocol

Product Name

Product Number
Lot Number

Storage

Components

Assay/Sample Diluent Buffer
dilution
(Preparation, Step 2)

Sample Dilution
(Preparation, Step 3)

www, sigmaaldrich.com

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103 USA
Tel: (800) 521-8956 (314) 771-5765 Fax: (800) 325-5052 (314) 771-
5757

Human BDNF ELISA Kit

for serum, plasma, and cell culture supernatants
RAB0026

0510K0106

Store the kit at -20°C. It remains active for up to 1 year. Avoid repeated freeze-
thaw cycles. The reconstituted standard should be stored at -20°C or -70°C (-
70°C is recommended). Opened microplate strips or reagents may be store for
up to 1 month at 2-8°C. Return unused wells to the pouch containing desiccant
pack and reseal along entire edge.

1. Human BDNF Antibody-coated ELISA Plate (Item A) - RABO026A-EA:
96 wells (12 strips x 8 wells) coated with anti-Human BDNF.

. 20x Wash Buffer (ltem B) - RABWASH4

. Lyophilized Human BDNF Protein Standard (Item C) - RAB0026C-1VL

Biotinylated Human BDNF Detection Antibody (Item F) - RAB0026D-1VL

. HRP-Streptavidin (Item G) - RABHRPS

ELISA Colorimetric TMB Reagent (HRP Substrate, Item H) - RABTMB3

. ELISA Stop Solution (Item 1) - RABSTOP3

. ELISA 1x Assay/Sample Diluent Buffer A (ltem D1) - RABELADA-30ML

. ELISA 5x Assay/Sample Diluent Buffer B (Item E1) - RABELADB-15ML

CONDNBEWN

Assay/Sample Diluent Buffer B (Item E1) should be diluted 5-fold with
deionized or distilled water before use.

Assay/Sample Diluent Buffer A (Item D1) should be used for dilution of serum
and plasma samples. 1x Assay/Sample Diluent Buffer B (ltem E1) should be
used for dilution of cell culture supernatant samples. The suggested dilution for
normal serum/plasma is 5 - 500 fold.

* Please note that the levels of BDNF may vary between different samples.
Optimal dilution factors for each sample must be determined by the

investigator.

1 A
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Briefly spin a vial of Item C. Add 720 pl Assay Diluent A (for serum/plasma
samples) or 1% Assay Diluent B (for cell culture medium) into tem C vial o
prepare a 400 ng/ml standard. Dissolve the powder thoroughly by a gentle mix.
Add 40 yl BONF standard from the vial of lterm C, Into a tube with 960 pl Assay
Diluent & or 1X Assay Diluent B to prepare a 16 ng/mi standard solution.
Pipetie 300 yl Assay Diluent A or 1X Aszay Diluent B inlo each tube. Use the
stock standard solution to produce a dilution serles (Figure 1). Mix each tube
thoroughly before the next transfer. Assay Diluent A or 1X Assay Diluent B
serves as the zero standard (0 ngmi).

40 pl 200p 200 200p 2004 200p 200

S>>y T

JHEEHEHE

Preparation of Standard
{Preparation, Stap 4)

| Std1 | Std2 S5td3 Std4 5tds Std6 Std7 | | smu
Eﬂ:"'“ | “?;”nﬁ: 860 i | 300p | 300p | 3004 | 300p | 300 | 300 pi | | 300 i
onc 16 6.4 256 102 041 0.16 | 0.066 0 ng/mi
) ng!rnl ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml  ng/ml | ng/ml | ng/ml

Briefly spin the Detection Antibody wvial (Item F) before use. Add 100 pl of 1x
Preparation of Biotinylated Diluent Buffer B {Item E1) into the vial to prepare a detection antibody
Detection Antibody concantrate. Plpette up and down to mix gently (the concentrate can be stored
{Preparation, Stap 6) at 4°C for & days). The detection antibody concentrate should be diluted 80-
fold with 1x Diluent Buffer B {item E1) and used in Procedure, step 4.

Dilution of HRP-Streptavidin

Concentrate Briefly spin the HRP-Streptavidin concentrate vial (ltem G) and pipette up and

(Preparation, Stap 7) down o mix gently before use, as precipitates may form during storage. HRP-
Streptavidin concentrate should be diluted 200-fold with 1x Diluent Buffer B
{Item E1).

For example: Briefly spin the vial {(ltem G) and pipette up and down to mix
gently. Add 50 pl of HRP-Streptavidin concantrate into a tube with 10 mi 1X
Azeay Diluent B to prepare a final 200 fold diluted HRP- Streptavidin solution
{don't store the diluted solution for next day use). Mix well.
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Sandwich Assay Procedure

1. Bring all reagents and samples to room temperature (18 - 25°C) before use. It is recommended that all
standards and samples be run at least in duplicate.

2. Add 100 pl of each standard and sampie into appropriate wells. Cover wells and incubate for 2.5 hours at
room temperature or overnight at 4°C with gentie shaking.

3. Discard the solution and wash 4 times with 1X Wash Solution. Wash by filling each well with Wash Buffer
(300 pl) using a multi-channel Pipette or autowasher. Complete removal of liquid at each step is essential to
good performance. After the last wash, remove any remaining Wash Buffer by aspirating or decanting.
Invert the plate and blot it against clean paper towels.

4. Add 100 pl of 1x prepared Detection Antibody to each well. Cover wells and incubate for 1 hour at room
temperature with gentie shaking.

5. Discard the solution. Repeat the wash procedure as in step 3.

6. Add 100 pl of prepared Streptavidin solution to each well. Cover wells and incubate for 45 minutes at room
temperature with gentie shaking.

7. Discard the solution. Repeat the wash as in step 3.

8. Add 100 pl of TMB One-Step Substrate Reagent (Item H) to each well. Cover wells and incubate for 30
minutes at room temperature in the dark with gentle shaking.

9. Add 50 pl of Stop Solution (ltem 1) to each well. Read absorbance at 450 nm immediately.

Fig 2: Example of the Sandwich ELISA process
Sample and Standard

YYy %° 2 B 3
e B ™YY

onto the 96-well plate.

Biological samples and

LE LA M) FF
ol 4 / standards added to wells
i .-

?Y?\ o

Biotin labeled detection
antibody is added to wells r ?

TEEEEE / Incubation with
. HRP-Streptavidin

Data Analysis
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Anexo 6. Kit de Lymphoprep para separacion de linfocitos

ﬁ serumwerk

Lymphoprep™ bernburg

PRODUCT DESCRIFTION

Lymphoprep™ iz a ready-made, sierile and endoloxin besied solulion
for the molation of pure ymphooyle suspensions. The solution conkins
Sodium Dialrizoale and Palysaccharide in the following concentralions:

= =

iz 8 i i : 12
Sodium Diatrizoals 8.1% (wiv) [ | 800 g for 20 min at 20 E=
Palysacchande 5.7 % (wiv)

=10

Physical-chemical characteristics: g
Diensity: 1.077 £ 0001 gl
Osmolality 290 4 15 mOsm

blood diluted plasmes 18
1:1 with saline

PRINCIPLE OF THE SEPARATION PROCEDURE

The most common lechnigue for separating leucocytes is o mix blood
with a compound which aggregales (he anthrocytes, thereby increasing
thesir s=dim enlation rale. The sadimentalion of leucocytes is only slightly
affected and can be collecied from the upper parl of the ube when the
erylhrocyles have seflled. Using a mixiure of Sodium Melrizoate and
Poly=accharnde, Bayum (1988 developed a one-step cenbrifugal
lechnigque for isclation of lymphocyles from anlicoaguialed bloed sloned
al room bemperature for up bo B hours.

mononuclear cells —
Lymghoprep
displaced upwards
Lymphoprep

polymarphonuclear
calls & red blood cells

STABILITY AMD STORAGE
Lymphoprep™ is slable for 3 years provided the soluion is kepl slerile
and probecied from ghl P‘mhnged:l:pc_mure Io direct sunlight leads bo

release al odine from the Sodium Distrizoale molecule. This effect = REFEREMCES
negligible when working with this soltion on a day 1o day basis. Beyurn, A [(196B): Separalion of kucocyles from blood and bone
Lymphoprep™ should be stored af +4 °C fo 430 °C marow. Scand J. Clin_ Lab, nvest. 21, Supnl. 67,
SEPARATION PROCEDURE (see Figure) ORDERING INFORMATION
1. Collect bleod inte a tube containing anliccagulant (EDTA, heparin, L ™ Prod. mo. 1856 1% 350 mi
ACD) or use defitrinalsd blood. ymphaprep e *
2 Dilule the biood by addition of an equal volume of 0.9% NaCl, Lymphoprep™  Prod. no. 1858 1% 500 ml
3 Carefully layer § ml of e diuled blood aver 3 ml Lymphoprep™ in Lymphaprep™ Prod. ma. 1856 4 5 250 mi
a 12-15 mm cenlrifuge ube. Allermalively Lymphoprep™ can be
undeslayered. Avoid mixing of blood and separation fluid. Cap lhe Lymphaprep™ Prod. mo. 1858 & x 500 ml

lube 1o prevent the loomabon of asrcsals.

4. Centrifuge al BOD x g for 20 minules al room lemperabues
[appraximalely 20 "C) in a swing-out rotar. If the blood is sloned for
mare than 2 hours, inaease the centrifugaion time 1o 30 minubes.

B Afier centifugation the mononuclkear cells form a distinel band al g Sﬁrumwerk

the sample/medium imerface, as shown in the igure. The calls are tl |:|
besl removed from the interface using a Pasleur pipetle withoul EMDOUrE
remaving the upper layer.

Manufacturer:

6 Dilufe the harvesiad fraction wilth 0.9% NaCl or medium fo red Serumwerk Bernburg AG
= e wl L or m m LCE
ihe dereity of e solution and pellet the cells by cenirilugation for m;::ﬁ';aﬂfn;g?

10 minutes al 250 x g. Pheome: +48 3471 860-0

Fax: +40 3471 BE0-130

PURITY AND VIABILITY st SeTUmerk.com

The described method has been Tound 1o be rapid, simple and reliable
and gives excellerd results with blood samples Tom most nommal IS0 13485 cortified compary
individuals and palents. The bechnigue can also be used for
preparation of ymphocye suspensions for miked ymphocyte cullure
lests. The contamination in the lymphacyte suspensions of enydhrocybes
is usually beiwesn 1-5 per cent of the olal cell number. Some immaturs
grarulocyles  may  follow  the  lymphocyles  during  inlense
immunesuppressive therapy. When hepannized blocd s used, it =
essential o remave mos! of the plalslels, in order o avoid inhibilion n
the cytoloxicity besl. The descibed washing procedure = wsually
sufficient.
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Anexo 7. Ejemplos de cometas encontrados en voluntarios de ambos
grupos.
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