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CAPITULO | INTRODUCCION




Se considera que la intoxicacion con pesticidas organofosforados es un problema
de salud publica mundial de gran importancia en el cual existe mas vulnerabilidad en los
paises en vias de desarrollo. A pesar de que existen diversos tipos de pesticidas el grupo
de los organofosforados es ampliamente utilizado en actividades agricolas, esto gracias
a su buen control de insectos debido a su alta toxicidad y persistencia moderada en el
ambiente (Jaramillo-Colorado et al., 2016).

México es uno de los paises considerados en tener el mayor consumo de
plaguicidas en América Latina, de los cuales los pesticidas organofosforados son los que
predominan teniendo un efecto nocivo para la salud. Las vias de intoxicacion incluyen la
via oral, inhalacion, absorcion cutanea, asi como la ingesta de alimentos que contengan
residuos de pesticidas.

Los agentes organofosforados inhiben la accion de la acetilcolinesterasa sobre la
sinapsis histica muscarinica y nicotinica, esto se realiza mediante el depdsito de un grupo
fosforilo en el centro de actividad de la enzima. Esta inhibicion promueve la acumulacion
excesiva de acetilcolina y como consecuencia hay una sobreestimulacion de los
receptores colinérgicos. En las sinapsis colinérgicas, la acetilcolinesterasa anclada a la
membrana postsinaptica desempefia un papel crucial como un regulador que controla la
transmision colinérgica. Los agentes organofosforados inhiben las enzimas esterasas,
principalmente la acetilcolinesterasa de las sinapsis y membrana de los glébulos rojos,
asi como la butirilcolinesterasa plasmatica. La identificacion de la intoxicacion por
organofosforados se basa principalmente en evaluaciones clinicas; no obstante, se
recomienda confirmarla mediante la medicion de la actividad de la butirilcolinesterasa

plasmatica o la acetilcolinesterasa en los glébulos rojos. Cuando los valores de la



actividad de las colinesterasas se sitlan por debajo del 80% del rango menor de
referencia, es muy sugestivo de exposicion significativa a un pesticida organofosforado
(Cabrera Ortiz & Varela Rodriguez, 2009).

A pesar de que en el caso de las intoxicaciones agudas los sintomas son muy
caracteristicos, la exposicion prolongada a concentraciones subclinicas se considera que
es una problematica en la cual se tienen que tomar otras medidas preventivas ya que
esta se asocia a deterioro cognitivo, alteraciones reproductivas, cancer, diabetes,
alteraciones neuroconductuales y del neurodesarrollo, malformaciones congénitas y
enfermedades cardiovasculares, respiratorias y neurodegenerativas, como el Parkinson

y el Alzheimer, entre otras (Zufiga-Venegas et al., 2021).

. 1 Antecedentes:

La OMS estima que la incidencia de intoxicaciones por pesticidas en los paises
en desarrollo se ha duplicado durante los ultimos 10 afios. En 1982 se estim6 que los
paises en desarrollo representaban sélo el 15% del uso mundial de plaguicidas y que
mas del 50% de los casos de intoxicacion por plaguicidas ocurrieron en estos paises
debido a su mal uso, sin embargo, las implicaciones de los residuos de pesticidas en el
estado de la salud humana aun no se han documentado exhaustivamente (Abdollahi et
al., 2004).

Se realizé una investigacion en Ecuador en la cual se tomaron 95 muestras a
trabajadores agricolas expuestos a plaguicidas (carbamatos y organofosforados), en la
cual se encontré6 que un 42 % de ellos presentaron niveles de actividad de la

colinesterasa eritrocitaria por debajo de los valores normales ya que el valor medio de



actividad de la colinesterasa eritrocitaria de los agricultores expuestos a plaguicidas fue
de 3154,99 U/L, mientras que del grupo de control 3625,41 U/L, reflejando una
diferencia significativa entre los dos grupos existiendo una inhibicién provocada por los
compuestos de dichos plaguicidas afectando el nivel de la actividad de las colinesterasas
(Vista de Determinacion de Colinesterasa Eritrocitaria En Trabajadores Agricolas
Expuestos a Plaguicidas Organofosforados y Carbamatos, n.d.).

Se han realizado estudios para correlacionar la exposicibn a pesticidas
organofosforados y los dafios fisioldgicos que estos puedan llegar a causar midiendo los
valores de las colinesterasas (acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa) por el método de
Ellman, tales como estudios de enfermedades metabdlicas que se han ligado a personas
con una exposicion aguda a pesticidas del grupo organoclorado principalmente, sin
embargo no en muchos estudios se le ha dado el enfoque del deterioro cognitivo que
estos pesticidas pueden causar en los agricultores que se encuentran expuestos
directamente. Mas del 80% de los pesticidas utillizados en el mundo son
organofosforados.

Se realizé un estudio llevado a cabo en Tailandia, se analizé a un total de 98
participantes, a quienes se les tomo6 muestras de sangre con el fin de investigar la posible
correlacién entre los niveles de colinesterasas y el deterioro cognitivo. Para evaluar este
ultimo, se utiliz6 el Examen del Estado Mental Tailandés (TMSE), reconocido como el
cuestionario principal para esta evaluacion en dicho pais. Los resultados obtenidos
revelaron que los agricultores presentaron puntuaciones mas bajas en el TMSE en
comparacion con aquellos que no se dedicaban a la agricultura, sugiriendo una

asociacion positiva entre el deterioro cognitivo y el empleo en el sector agricola.



Asimismo, se observé una correlacion positiva entre la baja actividad de la
acetilcolinesterasa y el deterioro cognitivo en la muestra estudiada. Por otra parte, se
sefald la relacion directa entre los efectos tdxicos de los pesticidas organofosforados y
la enfermedad de Alzheimer. Estos pesticidas parecen incrementar la formacion de
radicales libres y desequilibrar las proteinas, asi como alterar la capacidad de las
membranas mitocondriales para liberar citocromo C, activar la produccion de ceramidas
e incrementar los niveles de calcio intracelular, y activar las calpainas. Todos estos
procesos podrian desembocar en apoptosis neuronal y enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Anurak et al., 2023).

Determinados pesticidas organofosforados tienen un efecto inhibidor mas
especifico sobre la BChE que sobre la AChE, sin embargo, una mayor exposicion a
diversos pesticidas organofosforados y carbamatos, cuando estos se cuantifican por
intensidad y duracion, esta altamente correlacionada con la inhibicibn de BChE. Sin
embargo, la inhibicion de BChE no se corresponde directamente con los efectos
biolégicos de los organofosforados sobre el sistema nervioso. En el caso de exposicién
cronica a organofosforados, la inhibiciéon de AChE es més sensible que la inhibicién de
BChE (Anurak et al., 2023).

Por otro lado, se ha sefialado que la disminucién de la actividad de AChE es un
rasgo caracteristico principal y un marcador bioldgico esencial de la exposicion a
organofosforados en estudios previos. Cuando los compuestos organofosforados se
unen a la colinesterasa y bloquean su hidrdlisis, habra una rapida acumulacion de la
colinesterasa que resulta en sintomas neurologicos (pérdida de coordinacion,

convulsiones, paralisis y posiblemente la muerte) (Abdollahi et al., 2004).



Aungue la inhibicion de la butirilcolinesterasa no ha demostrado inducir
manifestaciones clinicas, puede emplearse como un indicador sensible de exposicion a
la mayoria de los compuestos organofosforados y otros agentes inhibidores de la
colinesterasa. Resulta util para evaluar la eliminacion del pesticida del cuerpo (Cabrera

Ortiz & Varela Rodriguez, 2009).
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Figura 1. Grafica de intoxicacién por dimetoato (A) y por fentiéon (B).

El dimetoato es hidrofilo y se excreta rapidamente del cuerpo. Por lo tanto, la
actividad de la butirilcolinesterasa plasmatica comienza a aumentar nuevamente dos
dias después de la ingestidon. Por el contrario, el fention es soluble en grasa y se
redistribuye lentamente en la sangre después de la distribucion inicial en la grasa. Como
resultado, el fentién es detectable en la sangre durante muchos dias y la actividad de la

butirilcolinesterasa permanece inhibida igualmente (Eddleston et al., 2008).



Se realiz6 un estudio en Chile en cual se recluté a 156 participantes de los cuales
78 pertenecian al grupo de exposicion ambiental (EE) y los 78 restantes al grupo con
exposicién ocupacional (OE), la asociacién entre los biomarcadores de efecto bioldgico
y el deterioro cognitivo persistié entre el grupo de EE después de eliminar los factores de
confusion.

En el grupo de expuestos ambientalmente, se observd una conexion significativa
entre la inhibicion de al menos el 30% de la actividad enzimatica de la BChE y una
reduccion del 10% o mas en el rendimiento en diversas pruebas que evaluaron seis de
las ocho areas cognitivas. En cuanto a la inhibicion de la AChE en este grupo de
exposicidon ambiental, se encontré una asociacion significativa en tres pruebas que
evaluaron la atencion y una relacionada con la funcién ejecutiva. Por otro lado, en el
grupo de exposicién ocupacional, la inhibicién de la BChE en un 30% o mas se asocio
con un bajo rendimiento en una prueba de atencion, mientras que la superacion del
estandar para la AChE se relacion6 con un rendimiento disminuido en pruebas de

memoria y atencion, respectivamente (Ramirez-Santana et al., 2020).

1.2 Justificacion:

Estudios anteriores han demostrado que la exposicion a pesticidas
organofosforados esta directamente relacionada con el deterioro cognitivo, sin embargo,
existen muy pocos estudios que evaluen el impacto que estos tienen en el desempefio
cognitivo de los agricultores expuestos directamente, asi como de los residentes del area

agricola.



La exposicidon cronica a pesticidas organofosforados en México se ha convertido
en una problematica de salud publica de gran importancia, existiendo un incremento
considerable en la incidencia de intoxicaciones cronicas al noroeste del pais por lo que
se necesitan tomar medidas para su prevencion, diagnodstico y tratamiento. Se requiere
que se brinde la educacion necesaria y la concientizacion sobre la repercusion que estos
pueden llegar a causar en la salud de las personas de por vida ya que en la mayoria de
los casos los agricultores no utilizan el equipo adecuado para su proteccion o no hay un
correcto manejo del material utilizado posterior al rocio de estos pesticidas por la falta de
informacion sobre el tema.

La exposicion cronica que se presenta a estos compuestos esta asociada a
diversas enfermedades neurodegenerativas y neuroldgicas a nivel mundial.

Es de gran relevancia realizar investigaciones y proyectos para recaudar mas
informacion sobre este tema y de esta forma plantear politicas y medidas a favor de los

trabajadores agricolas de nuestro pais.

1.3 Hipotesis:

La exposicién cronica directa y la exposicion cronica indirecta a pesticidas
organofosforados estan asociados con el deterioro cognitivo una manifestacién temprana
de enfermedades neurodegenerativas debido a la inhibicion de la actividad enzimatica

de las colinesterasas.

.4 Objetivo general:




En este estudio se determinaran los impactos cognitivos que derivan de la
exposicidon directa a pesticidas organofosforados, especificamente de los trabajadores
agricolas que se encuentran laborando en la ciudad de San Quintin, Baja California. Asi
como también de la poblacion expuesta indirectamente, es decir, residentes del area
agricola. Los valores obtenidos se correlacionaran con la actividad enzimatica de las

colinesterasas y los metabolitos de los pesticidas organofosforados.

1.4.1 Objetivos especificos:

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

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

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

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

e Obtener el perfil bioquimico de todos los voluntarios expuestos directa e
indirectamente.

e Realizacién de analisis estadisticos correlacionando el impacto ambiental entre
los dos grupos poblacionales mediante la correlacion de los resultados de las
evaluaciones de cognicion con la actividad enzimatica de las colinesterasas junto

con los valores de la bioquimica clinica de los agricultores y la serie roja.
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11.1 Exposicion a pesticidas:

Actualmente, se utilizan numerosos tipos de pesticidas en la agricultura con el
proposito de prevenir, controlar o eliminar plagas. Entre ellos, los pesticidas
organofosforados son ampliamente utilizados siendo de los mas téxicos y de uso comun.
Estos afectan al ser humano al llevar a cabo la fosforilacion de la enzima
acetilcolinesterasa en las terminaciones nerviosas del cerebro y el sistema nervioso y
por consecuencia, se desencadena una reduccién en la actividad de dicha enzima
generando sintomas de intoxicacion. La fosforilacién de la acetilcolinesterasa interfiere
con la degradacion normal de la acetilcolina, el cual es un neurotransmisor en las sinapsis
nerviosas. La acumulacion que se origine de acetilcolina puede provocar una
sobreestimulacion de las terminaciones nerviosas, manifestandose en diversos sintomas

como mareos, debilidad, problemas respiratorios y otros efectos adversos para la salud.

En relacion con el efecto toxico de este tipo de pesticidas, es fundamental senalar
que se caracterizan por inducir diversas uniones, muchas veces irreversibles, de los
radicales fosfatos (fosforilacion) a los sitios activos de las enzimas teniendo como
consecuencia cambios estructurales y funcionales que impactan negativamente en su

actividad normal (Cuaspud & Vargas, n.d.).

Los pesticidas organofosforados pueden ocasionar deterioro cognitivo mediante
la estimulacion colinérgica neurotdéxica o mediante la induccion de inflamacion, estrés
oxidativo y disfuncion mitocondrial en el sistema nervioso, entre otros mecanismos

neuropatolégicos (Paul et al., 2017).
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Estos pesticidas provocan una disminucion en la actividad de la colinesterasa a
nivel plasmatico y eritrocitario. Sin embargo, el nivel de la colinesterasa plasmatica se
recupera con rapidez, generalmente entre 15 y 30 dias, mientras que el nivel de
colinesterasa eritrocitaria puede tomar alrededor de 90 dias en promedio para
restablecerse. Es importante destacar que la actividad de la colinesterasa plasmatica
también puede estar reducida en pacientes con hepatitis crénica, cirrosis u otras
enfermedades hepaticas, asi como en casos de consumo de drogas (INTOXICACION

POR ORGANOFOSFORADOS, 2010).

1.2 Tipos de pesticidas: OPs, carbamatos:

Incluso antes de la segunda guerra mundial ya se utilizaban los compuestos
organofosforados como insecticidas agricolas. Sin embargo, su potencial toxicidad y
capacidad para inactivar de manera "irreversible" la enzima acetilcolinesterasa (AChE)
los convirtieron también en candidatos para su uso como agentes en la guerra quimica
Brunton, L. L. (2018). Goodman & Gilman. Las Bases Farmacolégicas de la Terapéutica
(13th ed.). McGraw-Hill Interamericana.

https://uabc.vitalsource.com/books/9781456263577 pag. 164.

La formula general de estos compuestos incluye varios grupos que son

importantes para su actividad:

Grupo A (grupo saliente): Puede ser un halégeno (como cloro), cianuro o
tiocianato. Este grupo puede facilitar la union del compuesto al sitio activo de la
acetilcolinesterasa. Grupo B (grupo saliente de alquilo, alcoxi o ariloxi): Este grupo

también influye en la interaccién del compuesto con la acetilcolinesterasa y puede afectar
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su actividad. Grupo C (compuestos de tionofésforo o tiotionofésforo): Contiene atomos
de fosforo y azufre, y esta relacionado con la accion inhibitoria del compuesto sobre la
enzima acetilcolinesterasa. Grupo D (grupo saliente de amonio cuaternario R1): Puede
ser un grupo alquilo (fosfonatos), alcoxi (fosforados) o un alquilamino (fosforamidatos).

Este grupo también influye en la actividad y la selectividad del compuesto.

R-,\ J;O

/P\
R X

Figura 2. Férmula general de organofosforados Brunton, LL (2018). Goodman y Gilman. Las Bases
Farmacoldgicas de la Terapéutica (13?2 ed.). McGraw-Hill Interamericana. Cap.10 pag.168

La AChE es una enzima crucial que desempefa un papel fundamental en la
regulacion de la acetilcolina, un neurotransmisor. La inhibicién prolongada de la AChE
por los organofosforados resulta en una acumulacion excesiva de acetilcolina en las
sinapsis nerviosas, provocando una sobreestimulacién de los receptores colinérgicos y
dando lugar a una serie de efectos tdéxicos, tanto en insectos como en mamiferos,

incluyendo los seres humanos.

Los compuestos organofosforados son ésteres del acido fosforico y sus derivados,
caracterizados por ser liposolubles y volatiles, lo que facilita su absorcion en el
organismo. En caso de intoxicacién por organofosforados, los signos y sintomas son
distintivos y conforman el sindrome colinérgico, resultante de la acumulacion excesiva

de acetilcolina. Estos compuestos pueden ingresar al cuerpo a través de la inhalacion,
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ingestion o contacto cutaneo, observandose tres cuadros clinicos diferentes provocados

por estos, ya sea intoxicacion aguda, sindrome intermedio o neurotoxicidad tardia.

Estudios anteriores han demostrado que el sindrome intermedio ocurre
unicamente en pacientes que cuentan con una inhibicion prolongada de la
acetilcolinesterasa. Los principales agentes que estan asociados con la aparicion de este

sindrome son el fentién, dimetoato, monocrotofos y metamidofos.

Existe evidencia significativa que sugiere que existe una estrecha relacién entre
la exposicion cronica a los organofosforados con la aparicion de sintomas
extrapiramidales y psiquiatricos como psicosis, ansiedad, depresion, alucinaciones y
agresividad. En nifios, se ha demostrado que la intoxicacion por estos compuestos puede
generar trastornos del desarrollo psicomotor, con alteraciones en las pruebas

neuroconductuales (INTOXICACION POR ORGANOFOSFORADOS, 2010).

Los carbamatos son inhibidores reversibles de la acetilcolinesterasa, a diferencia
de los organofosforados, en los carbamatos, el residuo de serina en el sitio activo de la
enzima se carbamila, lo que forma una unién mas transitoria. Esta carbamilacion es
reversible, lo que significa que la inhibicién de la AChE por los carbamatos tiende a ser
temporal y puede revertirse mas facilmente en comparacién con los inhibidores

irreversibles, como los organofosforados (Susan et al., 2010).

a. CH3-C(0)-0-CHy-CHy-N"(CH3); AP HO-CH,-CH3-N ' (CH3); +CH;COOH

(1)
b. E-OH + X-P{O)-(OR); =——[E-OH ... X-P(O)-{OR);]
| (2)
(3) ’
E-O-P(0)-(OR):
L i4)

'
E-0-P(0)-OR
|
ik
¢ AChE +X-0-C(0)-N-R L« [AChE . X-0-C~0)-N-R}—2= AChE-0-C(0)-N-R-—~ AChE+ X-0-C(O)-N-R
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Figura 3. Papel fisiolégico (a) e interaccién de la acetilcolinesterasa (AChE) y otras esterasas (E) con
compuestos organofosforados (b) y carbamato (c) (Jokanovi, 2009).

11.3 Sistema nervioso colinérgico:

Este sistema consta de diversos componentes, y uno de ellos es la acetilcolina,
que actua como neurotransmisor regulando la actividad colinérgica parasimpatica. La
acetilcolina se libera a través de las neuronas colinérgicas y aquellas que interactuan con

los musculos.

La sintesis de la acetilcolina es regulada por la enzima acetiltransferasa de colina,
la cual forma parte de las colina-acetilasas y participa en la biosintesis reversible de la
acetilcolina a partir de la acetil-CoA y la colina. Por otro lado, la acetilcolinesterasa
(AChE) tiene como funcion degradar la acetilcolina, evitando su acumulacién en la

sinapsis.

Considerando lo mencionado anteriormente, se requiere tanto de la liberacion
como de la posterior recaptacion de acetilcolina para que las neuronas colinérgicas
puedan transmitir informacién a otras neuronas. Una vez liberada, la acetilcolina
interactua con receptores especificos, los cuales son nicotinicos (ionotropicos o canales
cationicos) o muscarinicos (metabotrépicos o acoplados a la proteina G), permitiendo de
esta manera que las neuronas postsinapticas reciban la informacion y cumplan su

funcién efectora.

Estos dos tipos de receptores participan en procesos bioldgicos esenciales y se
encuentran distribuidos en varias areas del sistema nervioso central. Si existiera

cualquier alteracion en la expresion de la enzima que sintetiza y degrada la acetilcolina,

15



asi como en la actividad de los receptores mencionados, podria influir en el
funcionamiento de la acetilcolina y, por consecuencia, afectar a los dérganos que

dependen de su actividad (Duran-Cristiano & Duran-Cristiano, 2022).

1.4 Neurotransmision colinérgica:

La acetilcolina en el cerebro desempeiia un papel crucial en la sefalizacion tanto
a larga distancia, a través de neuronas, como a corta distancia, mediante interneuronas.
El tipo de mensaje transmitido depende de varios factores, como el tipo de receptores
presentes, el lugar de liberacion de la acetilcolina, asi como la ubicacion y el estado de
las neuronas diana en el momento de la liberacién. Por lo que se puede afirmar que la
acetilcolina influye en el cerebro en su totalidad, teniendo un alcance colinérgico que

abarca los dominios corticales y subcorticales.

Las proyecciones colinérgicas pueden dar origen a través de dos vias principales:
los sistemas colinérgicos del tronco encefalico, que involucran el soma neuronal ubicado
en el nucleo tegmental pedunculopontino y el tegmento pontino laterodorsal; y los
sistemas magnocelulares del prosencéfalo basal, que incluyen neuronas situadas en el
nucleo septal medial. Estas vias desempefian un papel fundamental en la transmisién de
sefales colinérgicas en el cerebro, participando en diversas funciones cognitivas y

conductuales (Perez-Lloret & Barrantes, 2016).

11.5 Neurotransmision colinérgica en memoria y cognicion:

En el proceso de neurotransmision colinérgica, el hipocampo desempeiia un papel
crucial en la memoria y la cognicion ya que recibe abundantes aportes colinérgicos que

se consideran esenciales para estas funciones.
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Es relevante mencionar que la acetilcolina (ACh) desempefia un papel importante
al modular la plasticidad a corto plazo de las sinapsis en el hipocampo. Existen estudios
que se han realizado anteriormente que sugieren que esta modulacion esta relacionada

con el aprendizaje y la memoria (Yang et al., n.d.).

11.6 Acetilcolinesterasas:

Existen dos formas moleculares de la acetilcolinesterasa (AChE) principales,
estas son esenciales para su funcion en distintos contextos bioldgicos. Los oligédmeros
homomeéricos simples de subunidades cataliticas que son solubles y se encuentran
dentro de las células, destinadas a la exportacion o asociadas con la membrana externa
de la célula. Esta configuracion se encuentra comunmente en tejidos donde la AChE esta
implicada en procesos metabdlicos generales, asi como las asociaciones heteroméricas
de subunidades cataliticas con subunidades estructurales que son asociaciones tipicas
en las sinapsis neuronales. En este caso, las subunidades cataliticas se asocian con
subunidades estructurales y estan unidas por enlaces disulfuro a una subunidad ligada
a lipidos que se encuentra en la superficie externa de la membrana celular. Esta forma
especifica de AChE es crucial para la funcién en la transmision colinérgica en las sinapsis
neuronales. Estas dos formas aseguran que la acetilcolinesterasa cumpla con sus roles
especificos tanto en entornos intracelulares como en la interfaz entre las células
nerviosas Brunton, L. L. (2018). Goodman & Gilman. Las Bases Farmacoldégicas de la
Terapéutica (13th ed.). McGraw-Hill Interamericana.

https://uabc.vitalsource.com/books/9781456263577 cap.10, pag.164.

Las estructuras tridimensionales de la acetilcolinesterasa demuestran que el

centro activo es casi centrosimétrico a cada subunidad.
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La colinesterasa es una enzima perteneciente al grupo de las esterasas, que se
localiza en las hendiduras sinapticas. Su funcién principal es la hidrdlisis de la acetilcolina
que es un neurotransmisor crucial. Cuando la acetilcolina se une a sus receptores,

posibilita una transmision de impulsos nerviosos en las sinapsis colinérgicas.

La colinesterasa cumple una funcién clave ya que inactiva la acetilcolina. Al
hidrolizar la acetilcolina, la colinesterasa provoca su descomposicion en componentes
mas simples, lo que resulta en una disminucion de la cantidad de acetilcolina disponible
para la transmision de impulsos nerviosos. Esta inactivacion contribuye a regular la
sefalizacion colinérgica y a controlar el tiempo de accion de la acetilcolina en la sinapsis,
permitiendo de esta manera una respuesta neuronal equilibrada (Cuaspud & Vargas,

n.d.).

La acetilcolina desempefia un papel esencial en diversas funciones cognitivas,
tales como el suefo, la vigilancia, la atencidon, el aprendizaje, la memoria y el
procesamiento sensorial. Los receptores muscarinicos (mMAChR) y los receptores
nicotinicos (nAChR) tienen un papel en la modulacién de la transmision sinaptica. En el
sistema nervioso central, estos receptores muestran una expresion que esta fuertemente
relacionada con la regidon cerebral y el tipo de célula neuronal, lo que contribuye a la

complejidad y especificidad de la modulacién colinérgica (Yang et al., n.d.).

1.7 Actividad enzimatica AChE:

El papel de la acetilcolinesterasa (AChE) en la terminacion de la accion de la
acetilcolina en las uniones de las terminaciones nerviosas colinérgicas. Cuando la AChE

esta funcionando normalmente, hidroliza la acetilcolina, limitando su accién y evitando
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una estimulacion continua de los receptores colinérgicos. Sin embargo, cuando la AChE
se inhibe, ya sea de manera reversible o irreversible, la acetilcolina no se degrada
eficientemente, lo que resulta en una acumulacion de este neurotransmisor cerca de las

terminales nerviosas colinérgicas.

Esta acumulacién de acetilcolina puede inducir a una estimulacion excesiva de los
receptores colinérgicos en todo el sistema nervioso central y periférico. Esto podria
causar diversas consecuencias, dependiendo de la ubicacion especifica y el tipo de
receptores involucrados y puede manifestarse en sintomas y efectos adversos asociados

con la sobreactividad colinérgica.

Durante el proceso de ataque enzimatico de la acetilcolinesterasa (AChE), se
forma un intermedio tetraédrico entre la enzima y el sustrato, que es un éster con
geometria trigonal. Este intermedio se convierte en un conjugado de enzima de acetilo
con la liberacion concomitante de colina. La enzima de acetilo formada es labil a la

hidrdlisis y se descompone para regenerar la enzima activa y producir acetato.

La acetilcolinesterasa es considerada una enzima muy eficiente debido a su
capacidad para hidrolizar multiples moléculas de acetilcolina por minuto. El dato que
proporcionas, indicando que una molécula de acetilcolinesterasa puede hidrolizar 6x
1075 moléculas de acetilcolina por minuto, destaca su alta eficiencia en la terminacion
rapida de la accién de la acetilcolina en las sinapsis colinérgicas, con un tiempo de
rotacién notablemente rapido. Este proceso es esencial para la regulaciéon precisa de la
sefializacion colinérgica en el sistema nervioso Brunton, LL (2018). Goodman y Gilman.

Las Bases Farmacoldgicas de la Terapéutica (132 ed.). McGraw-Hill Interamericana.

19



A. Asociacion de la Ach Estado de transicion tetraédrico Enzima de acetilo Hidrélisis de la enzim o)
flu 334

Glu 334 Glu 334 Ser 203, Glu 334

Ser 203 H| 447 S_Pr 203
.f. His “7-0: His 447
— é’-’ﬁ — @
.{i)hm

B. Complejo de edrofonio C. Unién de neostigmina reversible  Enzima de dimetilocarbamoilo  Hidrélisis de la AChE de
Glu 334 Ser 203 dimetilo carbamoilo

\\\\

Glu 334 Sibata Gludz4 Ser 203 Glu 334 Ser 203
M}His 447 { N, His 447 s ,,@ ra? "i:
0

> : = : : AChE de monoisopropilo E. Reactivacién de
D. Unién de DFP reversible  AChE de diisopropilo fosforilo fosforilo envejecido DFP-AChE por 2-PAM
Gly334 Ser 203 Glu334 Ser 203 Gy 3%‘0 Ser 203 GU3B oo o0s

s aa7 — His 447 3 N — His 447 { " : JHE 9 ?:
p 2 ‘ fé %
." . 3 Gly 122 % Gly 122

i ® yery 121 Gly 121 ?b '3(:;‘”

@ carbono © oxigeno L] nitrégeno hidrégeno fésforo @ fltor

Figura 4. Goodman y Gilman. Pasos implicados en la hidrdlisis de la ACh por AChE y en la inhibicion y
reactivacion de la enzima. Las Bases Farmacoldgicas de la Terapéutica (132 ed.). McGraw-Hill
Interamericana pag.166.

[1.8 Actividad enzimatica de BChE colinesterasas Wiener lab:

La butirilcolinesterasa es una colinesterasa con una especificidad menor a la
acetilcolinesterasa, no se encuentra en las sinapsis nerviosas. Esta se sintetiza en el
higado y se encuentra por lo general en la glia, el plasma en donde metaboliza los
esteres circulantes y otros tejidos Katzung, B. G. (2019). Farmacologia basica y clinica
(14th ed.). McGraw-Hill Interamericana.

https://uabc.vitalsource.com/books/9781456267827. Cap.6 pag.95

Cuando existen casos de alteracion hepatica, se observa una disminucion en la

concentracion de la butirilcolinesterasa en comparacion con los hepatocitos no
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afectados. Esta enzima muestra una actividad maxima en la hidrdlisis de la succinilcolina,
aunque también desempefia un papel en la degradacion de la acetilcolina (Vasquez &
Osorio, 2000).
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CAPITULO lll PARTE EXPERIMENTAL
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1.1 Equipos y reactivos

11l.1.1 Equipos:

I. Mindray BS-200

il. Zybio de hematologia

iii. Thermo Scientific Fotdmetro para microplacas multiskan FC
V. Vortex genie 2

V. Microcentrifuga

I1l.1.2 Reactivos:

I. Kit comercial acetilcolinesterasa de Sigma Aldrich
il. Agua tridestilada

iii. Butirilcolinesterasa (Wiener Lab)

V. Reactivos Zybio
V. Reactivos de hematologia marca Zybio
Vi. Reactivos de bioquimica clinica marca Pointe Scientific y Wiener Lab.

111.2 Metodologia

I1l.2.1 Diseio del estudio:

Estudio transversal exploratorio que simultdneamente determind informacion
sobre la exposicion directa o indirectamente a los plaguicidas organofosforados y las
consecuencias. Se realizd un muestreo de conveniencia no probabilistico en el distrito
de Venustiano Carranza, una zona rural del valle de San Quintin; se seleccionaron los
siguientes dos grupos, con diferentes grados de exposicién a plaguicidas: exposicion
directa, correspondiente a trabajadores agricolas con exposicion ocupacional y diaria a
plaguicidas organofosforados; exposicion indirecta, correspondiente a los residentes que
viven en las proximidades de las actividades agricolas y que, por tanto, estarian
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expuestos ambientalmente a los plaguicidas o personas con familiares trabajando en la
agricultura expuetos directamente a los pesticidas. Para reclutar a los voluntarios en el
estudio, éstos deberan ser mayores de 18 afilos y menores de 55 afos pertenecientes a
ambos géneros y residentes de la zona geografica de muestreo al menos 12 meses. Los
niveles de exposiciéon se estimaron a partir de un cuestionario completado por los

voluntarios.

111.2.2 Criterios de inclusidn y exclusion:

Se consideraron hombres y mujeres adultos de entre 18 y 55 afios. Los criterios
de inclusion del grupo de exposicion directa seran al menos 1 afio de contacto diario y
manipulacion directa de plaguicidas en un contexto de trabajo. Los criterios de inclusion
del grupo de exposicion indirecta seran al menos 1 afo de vivir cerca de areas agricolas

que aplican pesticidas, pero sin manipulacion directa.

Los criterios de exclusion incluyen alcoholismo, adiccién a las drogas, diagnéstico
de enfermedad psiquiatrica y trastornos neurodegenerativos o neurolégicos. También se
excluyen a las personas en tratamiento con farmacos que afectan al sistema nervioso
central, ya que estos farmacos pueden alterar los resultados neuropsicoldgicos y, por lo
tanto, afectar los resultados del estudio. También es requerido que se cuente con una
escolaridad minima de 3 afios de educaciéon basica cursados, por ello se excluiran a
personas que tengan condicion de analfabetismo, o bien, si cuentan con alguna
condicion fisica que pueda afectar el correcto desempefio en las pruebas
neuropsicolégicas como déficits sensoriales no corregidos en la vision o audicion.
Finalmente, también se excluyen a los voluntarios zurdos para descartar el sesgo

producido por un desarrollo atipico en la asimetria cerebral.
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Los criterios de eliminacion se incluyen a las personas que no quieran ser
puncionados para obtener la muestras y pacientes que se retiren del estudio o no quieran

contestar los instrumentos de evaluacion.

111.2.3 Declaracioén ética:

Este estudio se realizé de acuerdo con la Declaracién de Helsinki, y el protocolo fue
sometido para su aprobacion al Comité de Bioética de la Facultad de Medicina y Psicologia
de la Universidad Autbnoma de Baja California con numero 1500/2022-2. Los participantes
recibieron explicaciones sobre el estudio y su propdsito en espanol. Preparamos un
consentimiento informado escrito y verbal, que incluia el propdsito de la investigacion, la
duracidon esperada de la entrevista y una declaracién a los participantes que no correran
ningun riesgo debido al estudio, que podran retirarse de la entrevista en cualquier momento y
no recibir ningun pago por su participacion. Les leimos esta declaracion a cada participante

del estudio durante el proceso de solicitud de su permiso para participar en el estudio.

I1l.2.4 Recoleccion de datos:

Se realizé un viaje al distrito Venustiano Carranza de San Quintin Baja California,
México, para recolectar datos y muestras de sangre y orina de los voluntarios. La prueba para
las evaluaciones neuropsicoldgicas, se llevaron a cabo con todos los voluntarios para evaluar
su deterioro cognitivo. Las evaluaciones neuropsicolégicas son a través de la aplicacion de
instrumentos de diagndstico que se puede incorporar facilmente a las entrevistas clinicas de
rutina; son un instrumento de deteccion y orientacion diagnostica en la disciplina de la
neurologia y la psicologia. Recopilamos informacién sobre el estado sociodemografico y

socioeconoémicos de los voluntarios. Los datos sobre uso de plaguicidas fueron tomados de
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la Agenda Técnica Agricola de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,

Pesca y Abastecimiento (SAGARPA).

111.2.5 Evaluaciones neuropsicolégicas:

Los voluntarios que cumplieron con los criterios de inclusién fueron evaluados
individualmente a través de dos evaluaciones neuropsicologicas que determinaron el
estado mental general, la memoria, la atencion, 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.

e Para la valoracion del estado cognitivo general se aplico la prueba Evaluacion
Cognitiva de Montreal (MoCA por sus siglas en inglés) la cual es un instrumento
considerablemente breve de cribado, que es Util en la examinacién de los
siguientes dominios cognitivos: habilidades visoespaciales/funcionamiento
ejecutivo, atencion, memoria, abstraccion, lenguaje y orientacién en tiempo y
espacio. Su duracién es aproximada de 15 minutos y cuenta con una adecuada
confiabilidad intra observador (0,95) y con una consistencia interna de 0.89 siendo

igualmente favorable. Segin una validaciéon mexicana de este instrumento, se
determiné como punto de corte 224, lo cual reflejo una sensibilidad del 98% y

especificidad del 93% para diagnosticar el deterioro cognitivo (Aguilar-Navarro et
al., 2018). Adicionalmente este instrumento ha mostrado tener ventajas por

encima de otros de la misma naturaleza breve (Ciesielska et al., 2016).
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e Trail Making Test (TMT) en la modalidad A y B, este instrumento mide la velocidad
psicomotora, escaneo visual, atencion, secuenciacion y flexibilidad mental (Spreen &
Strauss, 1998). En la A en la cual el objetivo es unir consecutivamente nimeros
distribuidos desordenados en una hoja de papel, lo méas rapido posible dibujando lineas
sin levantar el lapiz del papel. Mientras que, en la parte B requiere que se unan en
orden ascendente y alternando tanto nimeros como letras. Este instrumento fue
sometido a validacion y estandarizacién, reflejando adecuada confiabilidad (Arango-
Lasprilla, Rivera, Longoni, et al., 2015). Esta prueba ha sido previamente utilizada en
estudios similares obteniendo resultados favorables (Baldi et al., 2011; Roldan-Tapia

et al., 2005 & Ross et al., 2010).

111.2.6 Recoleccidn y preparacion de muestras:

Se utilizé el sistema vacutainer para tomar 3 mL de sangre venosa en tubos con
anticoagulante K2EDTA. La muestra se separa en plasma y eritrocitos mediante centrifugacion
durante 10 min a 3000 rpm. Las muestras de glébulos rojos se lavaron 3 veces en solucion
salina isoténica fria (0,9%, v/p) y luego se hemolizaron los eritrocitos mediante centrifugacion
durante 10 min a 14.000 rpm en agua tridestilada en una proporcién de 10uL de muestra en
390uL de agua tridestilada (dilucion 40 veces). Todas las muestras recolectadas se
procesaron inmediatamente para determinar la actividad de la acetilcolinesterasa de acuerdo

con el método modificado de Ellman.

Por otro lado, para las determinaciones en suero y los parametros a determinar de la
quimica clinica se utilizé el sistema vacutainer para tomar 5ml de sangre venosa en tubos con

activador de la coagulacion y gel separador.
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111.2.7 Determinacion de la actividad enzimatica (AChE):

Para la medicion de la actividad de la acetilcolinesterasa se utilizé un kit comercial
(Sigma-Aldrich MAK119) con el método de Ellman modificado. Las muestras fueron
recolectadas, preparadas y almacenadas en el campo antes de ser llevadas al laboratorio
para su analisis final, realizando la hemdlisis de los eritrocitos como se indica en el punto
[11.2.6. De ese hemolizado se tomaron 6uL y se colocaron en 234 ulL del buffer (dilucion
40 veces) incluido en el Kit (Apéndice 1). Posteriormente se cuantificaron las
absorbancias iniciales y finales en el espectrofotometro Thermo Scientific multiskan

aplicando la Ecuacion 1 para la determinacion de la actividad enzimatica.

(Aq12)inal=__(As12)initial x N x 200
(A4‘|2)calibrator - (A412)blank

Ecuacion 1

11l.2.8 Determinacion de la actividad enzimatica de la butirilcolinesterasa (BChE):

Para determinar la colinesterasa plasmatica, se utilizé6 un método colorimétrico
(Wiener Lab) el cual cuantificé la actividad enzimatica en el equipo de quimica sanguinea

Mindray BS-200.

111.2.9 Determinacion de la hemoglobina total:

El ensayo para la determinacién de la hemoglobina total (cianometahemoglobina)
se realizé con el equipo automatizado de biometrias hematicas Zybio, utilizando sus

respectivos reactivos de la empresa Zybio.
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111.2.10 Evaluacion de marcadores bioguimicos:

Los niveles de todos los otros parametros de la bioquimica clinica se midieron por
métodos colorimétricos utilizando reactivos Pointe scientific y Wiener Lab en el equipo

de quimica sanguinea Mindray BS-200.

111.2.11 Analisis Estadistico

Se utilizé el programa SPSS versidbn 25 para analizar nuestras variables
dependientes e independientes. En la tabla 1, de datos sociodemograficos, se empled
el estadistico chi cuadrado para comparar grupos en variables categoricas. La tabla 2 y
3, que evalua nuestra variable dependiente, el deterioro cognitivo, también utilizé el chi
cuadrado. En la tabla 4, donde se presentan los marcadores bioquimicos evaluados, se
compararon las medias utilizando el estadistico ANOVA factorial. La serie roja mostrada
en la tabla 5 fue analizada mediante ANOVA factorial. Para la tabla 6, se realizé ANOVA
factorial para comparar las medias de los grupos evaluados. En la tabla 7, se llevaron a
cabo correlaciones de Pearson para evaluar la relacion entre las variables continuas en
nuestra muestra. Esto nos permitié identificar posibles asociaciones entre las diferentes
variables estudiadas y su impacto en el deterioro cognitivo. Nuestros resultados son
respaldados por la investigacién de Jae-Yeop ya que ellos encontraron que en general
existe una tendencia hacia una asociacién entre la exposicidén a pesticidas y el deterioro

cognitivo en los agricultores adultos de las zonas rurales (Kim et al., 2019).

El uso del programa SPSS nos permitié realizar un analisis detallado y riguroso
de nuestras variables, lo que nos llevé a obtener resultados significativos que contribuyen

al conocimiento del deterioro cognitivo en el campo.
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CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION

30




Se llevaron a cabo evaluaciones de las caracteristicas sociodemograficas de los
participantes expuestos directamente (ED). De este grupo, el 90% se dedica a
ocupaciones agricolas, mientras que el 10% esta involucrado en actividades industriales.
Ademas, se examind el grupo de participantes con exposicion indirecta (El), compuesto
por residentes del area agricola.

Entre las caracteristicas sociodemograficas de los participantes expuestos
directamente, se observo que el 72.7% eran hombres y el 45.9% mujeres. Ademas, el
58.7% de los participantes se encontraban en el rango de edad de 18 a 35 afios, mientras
que el 39.4% tenian entre 36 y 55 anos.

En el grupo expuesto indirectamente, se observé que el 54.1% correspondia a
mujeres y el 27.3% a hombres. Respecto a la distribucion por edad, el 41.3% se ubicaba
en el rango de 18 a 35 afios, mientras que el 60.6% se encontraba en el rango de 36 a
55 afos.

No se observo una diferencia significativa en las variables sociodemograficas
entre los grupos expuestos directa e indirectamente, con la excepcion de la ocupacion.
El 90% de los participantes expuestos directamente se dedican a la agricultura, mientras
que el 90.2% de los participantes expuestos indirectamente trabajan en el ambito
industrial.

Entre los participantes expuestos, el 46.5% tienen educacién primaria, mientras
que la mayoria de este grupo posee educacion secundaria (56.6%). En cuanto al estado

civil, el 46.7% son solteros, el 56.6% estan en unién libre y el 50% estan casados.
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Se empled la prueba estadistica de chi-cuadrado para analizar nuestras variables

categoricas, con el fin de determinar si existen diferencias significativas entre ellas (tabla
1).

Tabla 1. Variables sociodemograficas de la poblacién estudiada. Los datos se representan
como frecuencia y porcentaje. Las diferencias se observan entre grupos utilizando chi
cuadrada. Se indica como importancia significativa p < 0.05.

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

Tabla 2. Deterioro cognitivo. Los datos se representan como frecuencia y porcentaje. Las
diferencias se observan entre grupos utilizando chi cuadrada. Se indica como importancia
significativa p < 0.05.

Expuesto D(n=50) Expuesto |

Variable (n=46) p
N % N %
Test MoCA
Normal 5 10 6 13 0.640
Deterioro Cognitivo 45 90 40 87
Test TMT A
Normal 17 34 17 37 0.092
Deterioro Cognitivo 33 66 29 63
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Test TMT B o8 56 23 50 0.346
Normal

Deterioro Cognitivo 22 44 23 50

Tabla 3. Datos comparativos de los distintos grados de deterioro cognitivo medidos por los test
TMT A para evaluar la atencion selectiva, coordinacién psicomotora y velocidad de
procesamiento visual. TMT B para evaluar la velocidad de procesamiento y la flexibilidad
cognitiva. Las diferencias se observan entre grupos utilizando chi cuadrada. Se indica como
importancia significativa p < 0.05.

Expuesto D(n=50) Expuesto |

Variable (n=46) p
N % N %
Test TMT A
Normal 17 34 17 36.96 0.724
D.C. Leve 6 12 8  17.39
D.C. Severo 26 52 21 45.65
Teligr?g B 28 56 23 50 0.526
ohomal 7 14 6  13.04
B ave 15 30 17 36.96

El test MoCA que evalua habilidades visoespaciales/funcionamiento ejecutivo,
atencion, memoria, abstraccion, lenguaje y orientacion en tiempo y espacio fue evaluado
mediante analisis de chi-cuadrado, agrupando los datos en variables dicotémicas. En la
tabla 2 se evidencia que los resultados no alcanzan significancia estadistica (p= 0.640).
Se observa, ademas, que ambos grupos presentan un alto nivel de deterioro cognitivo.
Si bien este hallazgo era esperado en los participantes expuestos directamente, se
anticipaba un menor grado de deterioro cognitivo en aquellos expuestos de forma

indirecta debido al tipo de exposicion.

Este hallazgo resulta alarmante, ya que sugiere que las personas expuestas de
forma indirecta podrian estar recibiendo niveles similares de pesticidas a aquellos que
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trabajan directamente en el campo. Considero que seria pertinente realizar
comparaciones con un grupo control, es decir, individuos no expuestos a los pesticidas,

para evaluar de manera mas precisa el impacto de esta exposicion en la salud cognitiva.

Ademas, se aplico el analisis de chi-cuadrado para evaluar los resultados de los
Test de Conexién de Letras y Numeros (TMT) en sus modalidades Ay B. En la tabla 3
se observa que los resultados no muestran significancia estadistica (p=0.724) y
(p=0.526) para la modalidad Ay la modalidad B, respectivamente, ya que los resultados
son muy similares en ambos grupos. Es importante recordar que la modalidad A evalua
la atencion selectiva, coordinacion psicomotora y velocidad de procesamiento visual,
mientras que la modalidad B se asocia con la velocidad de procesamiento y la flexibilidad
cognitiva (Hasegawa & Annaka, 2022). Esta similitud en los resultados podria sugerir que
tanto la exposicion directa como la indirecta a los pesticidas podrian influir de manera

similar en las capacidades cognitivas de los individuos.

Se llevaron a cabo pruebas bioquimicas clinicas a nuestros participantes con el
objetivo de determinar la relacion entre niveles fuera de los rangos normales de
referencia de las marcas comerciales Wiener Lab (Argentina) y Pointe Scientific (USA),
y su correlacion con el nivel de deterioro cognitivo. Se cuantificaron los parametros de
diferentes biomarcadores de la quimica clinica. En este caso, se evaluaron para la
funcion hepatica la bilirrubina total e indirecta, asi como la AST, ALT, GGT, fosfatasa

alcalina y LDH.
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Tabla 4. Bioquimica clinica de la poblacion estudiada. Los datos se representan en frecuencia y
porcentaje. Las diferencias se observan entre grupos utilizando el estadistico ANOVA factorial.
Se indica como importancia significativa p < 0.05.

Expuestos E Lo
; xpuestos indirectamente
Parametro Directamente (n=46) t I
(n=50) 9 P
(MediatDE), % (MediaxDE), %
ALP (UI/L) (92.32+16.95) (92.80+42.21) 0.01 94 0.940
Normal (100-400) 34 26.09
Bajo 66 73.91
LDH (142.80+33.08) (122.11+32.20) 9.62 94 0.003
Normal (103-227) 98 93.48
Bajo 2 6.52
Bilirrubina total (mg/dL) (0.84+0.43) (1.25+0.72) 11.80 94 0.001
Alto 12 47.83
Normal (0.2-1.2) 86 52.17
Bajo 2 -
Bilirrubina directa (0.13+0.06) (0.11+0.06) 2.36 94 0.128
(mg/dL)
Alto 6 2.17
Normal (<2) 90 89.13
Bajo 4 8.70
ALT (UI/L) (22.50+15.35) (20.15+12.25) 0.68 94 0.412
Alto 12 6.52
Normal(<38) 84 89.13
Bajo 4 4.35
AST (UI/L) (43.32+£18.63) (39.74+10.63) 1.31 94 0.256
Alto 44 30.43
Normal (<40) 56 69.57
GGT (UI/L) (24.52+20.46) (20.24+20.59) 1.04 94 0.310
Alto 18 8.70
Normal (8-54) 80 78.26
Bajo 2 13.04
Albdmina (g/dL) (4.41+0.38) (3.71+0.76) 3340 94 0.000
Alto 10 2.17
Normal (3.5-4.8) 88 80.43
Bajo 2 17.39
Proteinas totales (g/dL) (7.84+0.42) (6.88+1.35) 23.34 94 0.000
Alto 46 19.57
Normal (6.1-7.9) 54 63.04
Bajo 17.39
Fosforo (mg/Dl) (4.00£1.77) (4.46+1.30) 2.08 94 0.153
Alto 30 39.13
Normal (4-7) 54 56.52
Bajo 16 4.35
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En la tabla 4, se observa una diferencia significativa exclusivamente en los niveles
de bilirrubina total y LDH (p < 0.001). La bilirrubina es un parametro bioquimico cuyos
niveles elevados pueden indicar la presencia de dafo hepatico. Este aumento puede
estar relacionado con la exposicion prolongada a pesticidas organofosforados, ya que el
metabolismo de estos compuestos tiene lugar principalmente en el higado (Tang et al.,
2006). Por otro lado, el lactato deshidrogenasa es una enzima presente principalmente
en los musculos, el higado, los rifiones y los eritrocitos. Este marcador es util para
detectar o monitorear enfermedades que afectan el higado, los pulmones, los rifiones y

otras patologias.

En cuanto a la albumina, fésforo y proteinas totales, unicamente la albumina y las
proteinas totales mostraron significancia estadistica (p < 0.001). Por otro lado, el fosforo
se encontré dentro de los rangos normales para ambos grupos. La albumina es una
proteina sintetizada principalmente por el higado y es la mas abundante en el plasma.
Ademas de su funcion de transporte de diversas sustancias, la albumina también sirve
como un indicador de dafo hepatico, junto con otros parametros (Gonzalez et al., 2022).
El aumento en los niveles plasmaticos de proteinas totales esta correlacionado con un
aumento en los niveles de albumina en sangre, que puede ser causado por
deshidratacion, la causa mas comun, o por dafio hepatico (Gonzalez et al., 2022). Este

ultimo puede confirmarse o descartarse mediante un analisis mas completo.

No se observo diferencia significativa en los niveles de ALT, fosfatasa alcalina,
bilirrubina directa, AST, GGT, albumina, fésforo y globulinas (p=0.412; p=0.940; p=0.128;

p=0.256; p=0.310; p=0.000; p=0.153; p=0.047) respectivamente.
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En este caso, se utilizd el estadistico ANOVA, seleccionado por ser un método

adecuado para examinar las diferencias en las medias de tres o mas grupos.

A los participantes se les realizé una biometria hematica para evaluar la serie roja

y observar diferencias entre los grupos y el dato de la hemoglobina, se utilizé para

corregir la actividad enzimatica de la AChE.

Tabla 5. Serie roja. Los datos se representan en frecuencias y porcentajes. Las diferencias se
observan entre grupos utilizando el estadistico ANOVA factorial. Se indica como importancia

significativa p < 0.05.

Expuestos .
; Expuestos Indirectamente
Parametro Directamente (n= 46) ¢ gl 0
(n=50)
(MediatDE), % (MediatDE), %
Hemoglobina (g/dL) (13.81+1.57) (12.99+1.66) 6.20 93.93 0.015
Normal (13.80-18.50) 56 34.78
Bajo 44 65.22
Eritrocitos (x 1046/pl) (4.88+0.49) (4.65+0.66) 3.87 81.30 0.052
Normal (4.39- 82 73.91
6.10) 18 26.09
Bajo
Hematocrito (%) (43.68+4.63) (40.93+5.50) 7.08 91.05 0.009
Alto 14 2.17
Normal (35.40-49.40) 84 84.78
Bajo 2 13.04
Plaquetas (x 1073/ul) (287.78+49.66) (313.57+115.02) 201 5548 0.152
Alto 2 10.87
Normal (147-384) 98 89.13

La tabla 5, muestra los resultados de la citometria, se encontré una diferencia

estadisticamente significativa en los parametros de hematocrito (p=0.009) y hemoglobina

(p=0.015) sugiriendo una posible interaccion entre la actividad de la acetilcolinesterasa y

la serie roja de la sangre tomando en cuenta que estos parametros estan directamente

relacionados con la actividad de la acetilcolinesterasa.
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Por otro lado, los eritrocitos (p=0.052) estuvieron muy cerca de ser
estadisticamente significativos esto por que usualmente se considera que los eritrocitos

y las variables anteriores se correlacionan.

Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en los valores de
plaquetas (p=0.152) entre los grupos. Esto podria atribuirse a que, aunque tanto las
plaquetas como los eritrocitos se originan a partir del mismo precursor en la médula 6sea,
las plaquetas tienen una funcion diferente y no estan tan directamente relacionadas con
la actividad de la acetilcolinesterasa como los eritrocitos (Martinez, 2010). Las plaquetas
estan principalmente involucradas en la coagulacién sanguinea, mientras que los
eritrocitos son responsables del transporte de oxigeno a los tejidos (Martinez, 2010). Por
lo tanto, estas diferencias podrian reflejar la complejidad de los procesos bioldgicos y las
diferentes funciones de los componentes sanguineos en relacion con la actividad de la

acetilcolinesterasa.

Tabla 6. La actividad de la AChE y BChE enzimas en la poblacion estudiada. Los datos fueron
analizados mediante ANOVA factorial y los resultados se expresan como media + DE y se indica
como importancia significativa p < 0.05.

Parametro Expuestos Directamente Expuestos Indirectamente
(MediatDE) (MediatDE) P

Hb (g/dL)

Total 13.80 (1.56) 12.98 (1.56) 0.015
AChE (U/g Hb)

Total 67.21 (36.58) 64.44 (504.50) 0.351
Actividad AChE (U/L)

Total 12559.64 (6201.07) 10654.72 (6542.49) 0.146
BChE (U/L)

Total 8697.14 (1416.80) 7724.80 (2275.70) 0.013
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La actividad de la AChE y la BChE (tabla 6), fueron utilizadas en este estudio para
ser biomarcadores que evaluan el efecto de la exposicion ambiental y ocupacional a los
pesticidas organofosforados ya que es considerado un gran indicador evaluando la
magnitud de la exposicion (Anurak et al., 2023). La media de la actividad de la AChE fue
de 12559.6416201.07 y 10654.7216542.49 (U/L) en los expuestos directamente y los
expuestos indirectamente, respectivamente. (p=0.746), indicando que no hay una
diferencia significativa entre estos dos grupos cuando se dividen por tipo de exposicion.
Sin embargo, la actividad especifica no demuestra diferencias significantes entre grupos,
aunque haya diferencias significantes entre grupos cuando los valores de hemoglobina

son analizados (p=0.015).

La media de la BChE fue de 8697.1411416.80 y 7724.80+2275.70 (U/l), en los
expuestos directamente y los expuestos indirectamente, respectivamente. (p=0.013),
indicando que existe diferencia significativa entre estos dos grupos cuando se dividen
por tipo de exposicidon. Existen investigaciones que muestran que la BChE esta
fuertemente relacionada con una mayor exposicidon a los pesticidas organofosforados

(Anurak et al., 2023).

Tabla de correlaciones.

En esta investigacion se midieron los siguientes parametros: perfil bioquimico,
hemoglobina y colinesterasas. Estos parametros fueron evaluados para determinar el
deterioro cognitivo utilizando los test MOCAy TMT Ay B en cada participante.

Tabla 7. Correlaciones de las colinesterasas entre los distintos parametros evaluados. Los datos
fueron analizados mediante la correlacion de Pearson y los resultados se expresan como
coeficientes de correlacion (r), el valor de p se muestra entre paréntesis.
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Se indica como importancia significativa p < 0.001 y p < 0.05.

Expuestos Directamente Expuestos Indirectamente

Pardmetro AChE BChE AChE BChE
Lactato Deshidrogenasa (LDH) - 0.087 0.21 0.189 0.374
(0.548) (0.884) (0.209) (0.010)

0.052 -0.092 -0.037 -0.060
Bilirrubina Total (0.719) (0.526) (0.810) (0.694)
0.232 0.177 0.334 0.542
Albumina (0.105) (0.219) (0.023) (0.000)
-0.119 0.273 0.427 0.522
Proteinas Totales (0.409) (0.055) (0.004) (0.000)
Hemoglobina (Hb) 0.066 0.437 0.162 0.405
(0.650) (0.002) (0.283) (0.005)

Hematocrito (Hto) 0.122 0.443 0.243 0.418
(0.399) (0.001) (0.103) (0.004)

Eritrocitos 0.045 0.501 0.167 0.349
(0.759) (0.000) (0.269) (0.017)

Plaquetas (PLT) -0.035 0.701 0.002 0.060
(0.810) (0.624) (0.990) (0.694)

Test MoCA 0.037 0.014 -0.045 -0.039
(0.797) (0.924) (0.766) (0.797)

Test TMT A -0.164 0.032 -0.028 -0.336
(0.256) (0.824) (0.855) (0.022)

Test TMT B -0.131 0.078 -0.130 -0.056
(0.365) (0.528) (0.390) (0.713)

Se realizaron correlaciones de Pearson utilizando el programa SPSS 25 para
analizar la relacion estadistica entre las colinesterasas y los parametros de los
participantes expuestos directamente, obteniendo los siguientes resultados:

Para los participantes expuestos directamente se observé una correlacion

negativa no significativa entre la AChE y los siguientes parametros: LDH, proteinas
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totales, plaquetas, y los test TMT A y B. En el caso de bilirrubina total, albumina,
hemoglobina, hematocrito, eritrocitos y el test MoCA la correlacion fue positiva, mas no
significativa.

Durante la evaluacioén de la butirilcolinesterasa (BChE) junto con la hemoglobina,
el hematocrito y los eritrocitos, se encontré una correlacidon positiva significativa entre
estos parametros. Sin embargo, en el caso de la lactato deshidrogenasa, la albumina,
las proteinas totales, las plaquetas, asi como en las pruebas MoCAy TMT Ay B, se
observo una correlacion positiva no significativa. Ademas, se identificé una correlacion
negativa no significativa en el caso de la bilirrubina total.

Como resultado, no se encontrdé una correlacion estadisticamente significativa
entre nuestras variables y la AChE en este grupo evaluado. Respecto a la BChE, solo se
observo una correlacion significativa con nuestras variables de hemoglobina (43%),
hematocrito (44%) y eritrocitos (50%). Se ha demostrado que los niveles de
acetilcolinesterasa estan directamente relacionados con el tiempo de exposicion a
pesticidas organofosforados. Esto indica que cuando la exposicion excede los 10 afos,
se observa un menor nivel de esta enzima, pero no necesariamente ocurre o mismo con
los niveles de butirilcolinesterasa. Sin embargo, en nuestro estudio, no hemos observado
esa misma relacion, ya que menos de la mitad de nuestros participantes cuentan con el
tiempo de exposicion suficiente mencionado en la investigacion de Wongta y
colaboradores (Anurak et al., 2023).

En los participantes expuestos indirectamente, se observé una correlacion
positiva no significativa entre la AChE y la LDH, asi como con la hemoglobina, el

hematocrito, los eritrocitos y las plaquetas. Ademas, se identificd una correlacién positiva
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significativa con la albumina y las proteinas totales. Por otro lado, la bilirrubina y las
pruebas MoCAy TMT Ay B mostraron una correlacion negativa no significativa.

Se observa que en el caso de la BChE existe una correlacion positiva significativa
con la LDH, la albumina, las proteinas totales, la hemoglobina, el hematocrito y los
eritrocitos. Por otro lado, la correlacion es negativa y no significativa para la bilirrubina
total, el test MoCA 'y el TMT B. Sin embargo, en el caso del test TMT A, la correlacion es
negativa y significativa. Unicamente las plaquetas presentan una correlacién positiva no
significativa.

Para este grupo, se encontré una correlacion significativa entre la AChE vy la
albumina (33%), asi como con las proteinas totales (42%). En cuanto a las correlaciones
con la BChE, se observa una correlacion significativa con la LDH (37%), la albumina
(54%), las proteinas totales (52%), la hemoglobina (40%), el hematocrito (41%), los
eritrocitos (34%) y el test TMT A (33%).

En la investigacion de Ramirez Santana se evaluaron dos grupos: el grupo
expuesto ocupacionalmente y el grupo expuesto ambientalmente. Se llevaron a cabo
mediciones de biomarcadores, incluyendo la acetilcolinesterasa y la butirilcolinesterasa,
asi como pruebas neuropsicoldgicas. Se encontré consistentemente una inhibicion en la
actividad de la butirilcolinesterasa. En el caso del grupo expuesto ambientalmente, esta
inhibicion resulté ser el mejor predictor de un rendimiento reducido en pruebas de légica
(Ramirez-Santana et al., 2020). Esa evidencia respalda nuestros resultados, ya que en
nuestro caso la actividad de la butirilcolinesterasa demostrd ser el biomarcador con

mayor especificidad, a diferencia de los resultados obtenidos con la acetilcolinesterasa.
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CAPITULO V CONCLUSIONES
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En esta investigacion se ha observado un preocupante alto porcentaje de
deterioro cognitivo severo entre los grupos de participantes evaluados. Este hallazgo
resulta alarmante para el grupo poblacional. No se han encontrado diferencias
significativas entre los dos grupos, lo que sugiere que la exposicion ambiental y
ocupacional a los pesticidas organofosforados podria estar asociada con el deterioro
cognitivo, afectando de manera perjudicial el sistema nervioso central de manera similar.

Sin embargo, estos resultados sugieren que otras variables ambientales podrian
estar influyendo en el desarrollo cognitivo de los participantes, dado que ambos grupos
presentaron resultados muy similares. Es importante tener en cuenta que las pruebas de
cognicion aplicadas en este estudio consideran el bajo nivel de escolaridad de la
poblacién estudiada, pero incluso asi no muestran un estado cognitivo acorde con su
respectiva edad. Se observa una asociacion entre la exposicion crénica, tanto directa
como indirecta, a pesticidas organofosforados y el deterioro cognitivo, asi como la
inhibicion de las colinesterasas, principalmente la butirilcolinesterasa. No obstante, es
necesario investigar mas a fondo qué otras variables ambientales pueden desencadenar
este marcado deterioro.

Se ha identificado una tendencia hacia la inhibicion de la actividad de la
butirilcolinesterasa, que es el biomarcador de referencia para este estudio. Esto permite
establecer una correlacion entre el deterioro cognitivo y la inhibicién de una de las
colinesterasas. Es plausible que esta situacion se deba a una falta de capacitacion y a la
ausencia de un reglamento para el uso y manipulacion de los pesticidas

organofosforados, en caso de proporcionar el equipo adecuado y necesario para la
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proteccion de los agricultores, se podria prevenir la intoxicacidon que muchas personas
experimentan al manipular este tipo de pesticidas y el deterioro cognitivo que les causa.

Este estudio podria ser de utilidad para investigaciones futuras y servir como
antecedente para estudios posteriores que incluyan un mayor numero de participantes y
abarquen otras localidades rurales.

La inhibicion de las actividades de las colinesterasas se utiliza como indicador de
exposicidon a pesticidas organofosforados en los dos grupos del estudio: el grupo
expuesto directa e indirectamente. Sin embargo, los pesticidas organofosforados no son
los Unicos compuestos que causan una inhibicion de las colinesterasas. Es probable que
los participantes de este estudio hayan estado expuestos a diferentes pesticidas, no
todos ellos inhibidores de la colinesterasa. Por esta razén, no podemos descartar la
posibilidad de que existan otras dianas responsables de los efectos neurofisiolégicos
observados.

Este estudio evidencia la necesidad de mejoras en la regulacién y control del uso
de pesticidas en nuestro pais, especialmente cuando se aplican cerca de areas
residenciales. Por lo tanto, deberia contar con el respaldo de organismos que

implementen una regulacion mas estricta para la venta y el uso de pesticidas.
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El desarrollo de este trabajo fue una parte muy importante de un proyecto
aprobado por 232 convocatoria interna de la UABC; por lo que aun debemos continuar
con el desarrollo de otras correlaciones toxicolégicas para monitorear la salud ambiental
de los trabajadore rurales y la poblacion. El trabajo futuro del proyecto es realizar ensayos
de genotoxicidad y analizar la exposicion de los pesticidas mediante la cuantificacion de
metabolito en orina. El trabajo futuro del proyecto producto de esta tesis es enviar el
trabajo a un congreso nacional o internacional y una vez concluido con todos los estudios

una publicacion en una revista de salud ambiental indicada.
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Apéndice 1. Acetylcholinesterase Activity Assay Kit

SIGMA-ALDRICH

Product Information

Acetylcholinesterase Activity Assay Kit

Catalog Number MAK119
Storage at Room Temperature

sigma-aldrich.com

3050 Sprace Sireet, 5C. Louis, MO 63103 LA
Tal; (800} 521-B556 {(204) 771-5765  Fax; (B00) 325-5052 (314) F71-5757
email: techseracedsial.com sigma-aldrich.com

TECHNICAL BULLETIN

Product Description

Acetylcholinesterases (AChEs) are enzymes that
hydrolyze the neurotransmitter acetylcholine (ACh) to
acetate and choline. AChE is located at the synaptic
cleft and functions to terminate synaptic transmission
by catalyzing the breakdown of ACh allowing
cholinergic neurons to return to a resting state after
activation. Changes in AChE activity may result from
exposure to certain insecticides, which act as
cholinesterase inhibitors. Inhibitors of AChE are also
used to treat certain conditions such as dementia.

The Acetylcholinesterase 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 optimized version of the
Ellman method in which thiocholine, produced by
AChE, reacts with 5,5'-dithiobis{2-nitrobenzoic acid) to
form an colorimetric (412 nm) product, proportional to
the AChE activity present. One unit of AChE is the
amount of enzyme that catalyzes the production of

1.0 umole of thiocholine per minute at pH 7.5 at room
temperature. This kit has a linear range of

10—600 units/L of AChE activity.
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Components
The kit is sufficient for 100 assays in 96 well plates.

Assay Buffer, pH 7.5 30 mL
Catalog Number MAK119A

Calibrator, equivalent to 200 U/L 4 mL
Catalog Number MAK 1198

Reagent 240 mg

Catalog Number MAK119C

Reagents and Equipment Required but Not
Provided.

s Spectrophotometric multiwell 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 consult the Material
Safety Data Sheet for information regarding hazards
and safe handling practices.

Storage/Stability
This kit is shipped, and should be stored at room
temperature.

Procedure

Sample Preparation

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

Tissue or cell 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. Used cleared supematants for assay.

Best results are obtained when lysates are freshly
prepared. If this is not feasible, lysates should be stored
at 2-8 °C and used within 24 hours.



Assay Reaction

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, calculate the amount of reagent needed
in total and weigh that amount into a centrifuge
tube. Add 200 pl of Assay Buffer per 2 mg of
Reaction and vortex to dissolve.

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

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

4. Incubate the samples at room temperature. After
2 minutes, take the initial absorbance measurement

at 412 nm (Aysz il

5. Continue to incubate the plate at room temperature.
At 10 minutes, take the final measurement (Aq1z)ina-

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. Use of a
multichannel pipette is recommended.

These assays can be adapted for use in standard 1 mL
cuvettes. To adapt to cuvettes follow procedure as for
96 well plates but change volumes as follows: 1 mL of
water, 1 mL of Calibrator, 50 pL of sample, and 950 pL
of Working Reagent.

Troubleshooting Guide

Calculations
ACHE Activity (units/L) =

(Arzdina = (Agrz b * N x 200
( A1z deammeator — (a2 )blank

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 blood)

{Ayrz)eammnr = Absorbance of the calibrator at 10
minutes

{A412lmare = 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. Multiply the results
by the dilution factor.

One unit of AChE is the amount of enzyme that
catalyzes the production of 1.0 yumole of thiocholine per
minute at room temperature at pH 7.5. This kit has a
linear range of 10-600 units/L of AChE activity.

Problem Possible Cause

Suggested Solution

Omission of step in procedure

Refer and follow Technical Bulletin precisely

Plate reader at incorrect wavelength

Check filter settings of instrument

Assay not working
Type of 96 well plate used

For UV assays, use clear plates that are UV
transparent or quartz plates.

Incorrect volumes used

Use calibrated pipettes and aliquot correctly

Samples with erratic

readings Samples measured at incorrect

wavelength

Check the equipment and filter settings
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