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Diapositiva 1: Funcionamiento normal de un nervio. El potencial de accién eléctrico (PAE) viaja a lo largo del axén de la célula
nerviosa hacia las dendritas, y se convierte en un mensajero quimico en la forma de un neurotransmisor: acetilcolina (ACh).
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La ACh viaja a través del espacio intersindptico hacia la proxima célula o misculo (en la unién neuromuscular), se une a los
receptores y excita la proxima célula. Si la préxima célula es un nervio, el PAE continla, si se trata de un masculo, se produce una
contraccion.
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[ AEGS B 5 p=acotyl & choling Diapositiva 2: Para eliminar el exceso de acetilcolina (ACh) del espacio
intersinaptico, se libera la enzima acetilcolinesterasa (AChE).

De no encontrarse presente la enzima, se produce la estimulacién continua de la proxima célula nerviosa y esto resulta perjudicial.

La AChE separa la ACh en sus componentes: acetil y colina, que son reabsorbidos por la primer célula nerviosa (la célula nerviosa
precedente) y reciclado para formar mas acetilcolina.



Las diapositivas 1 y 2 cor responden al normal funcionamiento de la transmision del impulso nervioso. Este proceso ocurre
en milisegundos.
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Lﬂ 4 = pesticide Diapositiva 3: Cuando un animal se expone aun plaguicida

organofosforado (OF) o carbamico (CAR), estas sustancias viajan en el torrente sanguineo y se encuentran disponibles en el espacio
intersinaptico.
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WS 0 4O-pesticile - Diapositiva 4: El plaguicida posee sitios de union a la enzima (AChE)
similares a los del acetilcolina (ACh).

Pero la ligazon entre el plaguicida y la enzima es mucho, mucho, mucho mas fuerte que aquella entre la enzima (AChE) y el sustrato

natural (ACh).

1) Acetilcolina (ACh) > colina + acido acético + E
AChE

2) Plaguicida > plaguicida-AChE-complejo

AChE

(1) La enzima AChE se une al ACh y libera sus componentes, luego queda nuevamente disponible para otra reaccion. E= energia
) El plaguicida secuestra la enzima y se produce una acumulacién de ACh
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B = acatyichaling
BUses 4 = pesticide Diapositiva 5: La unién entre el plaguicida y laenzima (Plaguicida-
AChE) puede mantenerse por varios minutos, dias, semanas o meses dependiendo de las caracteristicas del plaguicida y de la
especie animal interviniente.

Para los CAR la ligazon con la enzima resulta mas débil que con los OF, y por lo tanto, la recuperacion es rapida si el animal
intoxicado sobrevive a la exposicion del toxico. Los pajaros que han sobrevivido a una exposicion de carbamatos (ej: Carbofuran,
Aldicarb) comenzaron a mostrar signos de recuperacion alrededor de los 30 minutos posteriores a una exposicion, y en unas pocas
horas pueden alcanzar una recuperacion total.

Las uniones OF- AChE son mas fuertes y pueden no disociarse naturalmente demorando dias, semanas o0 meses y por lo tanto se los
conoce como inhibidores irreversibles de la AChE (a los CAR se los conoce como inhibidores reversibles). Las uniones OF- AChE
se pueden revertir solo si se le administra al animal intoxicado atropina, etc.; o in vitro, si se le suministra 2-PA M (p ralidoxima).

OF- AChE + 2-PAM > AChE + [OF+2 - PAM]

Las uniones CAR - AChE se pueden revertir in vitro por incubacién de la muestra atemperatura corporal (37°C) durante
aproximadamente una hora. Cuando se liberan los plaguicidas (OF y CAR) y la enzima (AChE), se dice que la enzima ha sido
reactivada.

La diapositiva 5 muestra la reactivacion de CAR-AChE. Puede haber reactivacion después de la muerte del animal, situacion que se
designa como reactivacion espontanea. Ejemplo: si se analizan animales muertos por envenenamiento con CAR, puede que no se
registre depresion de la AChE; y en consecuencia para reunir evidencia sobre la causa de muerte por efecto de CAR, es necesario
analizar muchos cadaveres.

La recuperacion de animales envenenados por OF ocurre principalmente por sintesis de nueva enzima AChE y por liberacion del
plaguicida en el higado. La recuperacién de animales envenenados por CAR ocurre principalmente por la naturaleza reversible de

launiéon CAR-AChE. La sintesis de nueva enzima y la accién recuperadora del higado resultan de importancia secundaria pues la
recuperacion es rapida (30 minutos a 1 hora).
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BSs g I = acetyicholine Diapositiva 6: El sistema retorna a la normalidad en el animal que
sobrevive; el tiempo de recuperacién depende de la especie, el principio activo del insecticida y la magnitud de la exposicion.

DIAGNOSTICANDO EXPOSICION Y EFECTOS
La enzima AChE es un buen indicador biol6gico porque: a) confirma la exposicién por depresién enzimatica en analisis de cerebro



y plasma; b) es un indicador de efecto porque mide la respuesta letal de una exposicién al plaguicida cuando se analiza en tejido
cerebral.
La interpretacién de la actividad colinesterasica luego de una exposicion a plaguicidas depende del conocimiento de sus valores
normales.
Los factores que afectan los valores basales dependen de la especie, la edad, los antecedentes y las caracteristicas del plaguicida. La
actividad enzimatica se mide en ¥moles de acetilcolina yodada hidrolizada por minuto y gramo de tejido, en peso seco a 25°C.

El modo de accion del efecto de los plaguicidas es:
a) acetilcolina (ACh) + acetilcolinesterasa (AChE) > acetil + colina
b) pesticida + AChE > inhibicion de AChE + acumulacion de acetilcolina

Las técnicas de diagndstico se basan en la prueba colorimétrica denominada reaccion de Hill (E.F. Hill, 1988). Los andlisis de
reactivacion enzimatica in vitro se hacen con 2-PAM para insecticidas organofosforados e incubacion para los carbamatos.

Los sintomas de intoxicacion en humanos que se asocian con una exposicion aguda a los inhibidores de la colinesterasa son: ataxia
(intranquilidad), accién muscular sin coordinacion, fluctuaciones de la presién sanguinea, convulsiones, calambres,
intestinales, cianosis (tinte azulado de membranas y piel), diarrea, disnea (dificultad para respirar), fasciculacién (contraccion
muscular incoordinada), dolor de cabeza, lacrimacion (excesiva formacion de lagrimas), letargo, miosis (contraccién de pupilas:
pupila puntiforme), miastenia (debilidad muscular), nauseas, edemas pulmonares (acumulacién de liquido enlos pulmones),
salivacion, hablar balbuceante, transpiracion excesiva, taquicardia (latidos rapidos del corazén), contracciones espasmoédicas del
esfinter anal, temblores, incontinencia urinaria y vomitos.

Los organofosforados actian a nivel del sistema nervioso central (SNC) y los carbamatos a nivel de las uniones neuromusculares
(UNM). En consecuencia la aparicion de sintomas eslenta para los OF y muy rédpida para los CAR.

Consecuencia de los sitios de accion (SNC/UNM) y la reversibilidad de las uniones quimicas de los plaguicidas con la enzima, los
niveles de la enzima en cerebro para los CAR no sufre variaciones y la recuperacion del paciente es rapida. Las intoxicaciones
con OF se detectan por depresion de la colinesterasa en tejido cerebral, y si el paciente sobrevive a la exposicion, su recuperacion es
lenta.

La cuantificacion de la depresion de colinesterasas resulta inferior en plasma respecto de cerebro; esto por la rapida recuperacion y
alta variacion. El andlisis de plasma tiene la ventaja de una simple muestra de sangre sin necesidad de sacrificar al animal.

La relacién entre los resultados de laboratorio y las situaciones de campo son de altacorrelacion porque:

a- La inhibicién de la AChE por insecticidas OF y CAR generalmente es dependiente de la dosis e independiente de la especie, sexo
y edad.
b- Por lo tanto, la inhibicién de colinesterasa en cerebro sirve como indicador de exposiciény respuesta letal de OF y CAR.
c- Una inhibicion de aprox. 2s de la AChE en cerebro respecto de la normal, cominmente ha demostrado ser indicativo de
exposicion a agentes anticolinesterasas.
d- Una actividad de AChE cerebral inferior al 50% de la normal ha sido utilizada para diagnosticar causa de muerte.
e- Sin embargo, las aves pueden sobrevivir con un nivel de inhibicién por debajo del 50% de depresion de la AChE.
f- Una mortalidad proveniente de la exposicion a insecticidas OF, cominmente se asocia con una inhibicion cerebral mayor al 80%

en condiciones de campo.
g- La mortalidad debida a una exposicion a insecticidas CAR cominmente se asocia con una inhibicién cerebral de AChE mayor al
60% en condiciones de campo.

h- Los cambios en el comportamiento (sintomas) se manifiestan con un 40-60% de inhibicién cerebral de AChE. Los efectos sutiles,
no obstante, pueden ocurrir a menores niveles de inhibicién.

LAS CONCLUSIONES DE OF VERSUS CAR SON:
PROCESOS..... OF CAR
1-Actividad inhibidora de colinesterasa Si Si
2-Inhibidor colineslerasa cerebral Si Si
3-Inhibidor colinesterasa plasmatico Si Si
4-Inhibidor colinesterasa neuromuscular Mo Si
5-Reactivaciin de la colinesterasa Si(1) Si(2)
6-Recuperacion Lenta | Rapida
7-Recuperacion espontanea No Si
s | vorr | v
9.Numero de cadaveres necesarios Menor | Mayor (3)




Referencias

OF: Organofosforados
CAR: Carbamatos
(@) Con 2 PAM (pralidoxima)
(2) Por accion espontanea en incubacién a 37° C por una hora

(3) Debido a la gran variabilidad muestral y la necesidad de obtener un valor confiable”

ASPECTOS A TENER EN CUENTA PARA EL PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

- Para corto tiempo de almacenaje: hielo (0-4°C)
- Para largo tiempo de almacenaje: freezer (-20 a -70°C)
- Para envio de muestras: hielo seco
Los pasos adicionales respecto al plasma son:
a- Mantenga las muestras de sangre en hielo
b- Centrifugue para separar las células rojas del plasma
c- Congele ahora si el analisis se realizara en pocos dias

d- Separe el plasma en otro recipiente y congele si el andlisis se demora mas de 3-5 dias
e- Bajo cualquier circunstancia, la mejor opciébn es la de separar el plasma en otro recipiente
f- No congele y descongele nuevamente las muestras de cerebro y plasma. Si ello llegase a ocurrir deje registrado lo acontecido
g- Para una muestra desconocida: ; OF o CAR ?, incube los tejidos/plasma a 37°C por una hora, y mida la reactivacion de la
colinesterasa.

ALGUNOS PUNTOS ADICIONALES SOBRE MEDICION DE COLINESTERASAS Y SU INTERPRETACION
Dr. Pierre Mineau - Canadian Wildlife Service

Algunas veces la enzima puede no reactivarse, causas:

- La reactivacion espontanea de una muestra no siempre es exitosa luego de una intoxicaciéon por CAR. El fracaso en mostrar
reactivacion puede deberse a la presencia de insecticida en la muestra. Cuando este tipo de muestra se filtra por una columna de
cromatografia de cephadex y se extrae el plaguicida, las mismas son facilmente reactivadas, demostrando que en verdad habia un
carbamato presente en la misma.

- Otra razén por la cual los resultados son pobres, es porque algunas muestras ya se han reactivado antes del hallazgo del cadaver, o
mientras éste se encuentra en trénsito.

- Cuando la reactivacién de las muestras con la oxima 2-PAM es positiva, es indicadora de la presencia de un plaguicida
organofosforado. Sin embargo no siempre funciona, depende del producto y la antigiiedad de la muestra. Una vez mas, también es
posible que algo del producto se halle presente en la muestra.
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