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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se determind los niveles enziméticos de
acetilcolinesterasa, fosfatasa alcalina, alanina aminotransferasa, y aspartato
aminotransferasa en 44 trabajadores de la plantacién floricola “DREAMROS” por
exposicion a insecticidas organofosforados y a 20 de la poblacién control sana no

expuesta.

Para la cuantificacion de la enzima acetilcolinesterasa se utilizd el método cinético
basado en la reaccion de Ellman mediante espectrofotometria y para las enzimas
hepéaticas también se utiliz6 métodos espectrofotométricos. El muestreo se realizé
al inicio de la jornada laboral y mediante una encuesta se valoré las

caracteristicas personales y de seguridad de cada trabajador.

Los resultados obtenidos fueron una diferencia estadistica no significativa
(p=0,237) cuando se comparoé los niveles de la enzima acetilcolinesterasa de las 2
poblaciones, pero si existié una diferencia estadistica significativa de esta enzima
segun la actividad laboral realizada (p=0,004), siendo los trabajadores de
fumigacion donde existi6 mayor exposicion a insecticidas organofosforados. La
mayoria de trabajadores tuvieron una antigiiedad menor a un afio por lo que no se
encontré diferencia estadistica significativa de la enzima acetilcolinesterasa por el
tiempo a exposicion a estos compuestos. También existié diferencia estadistica
significativa entre las 2 poblaciones en relacion a las enzimas alanina
aminotransferasa (p=0,003) y fosfatasa alcalina (p=0,013) pero dentro de los
valores de referencia, la aspartato aminotransferasa no presentd diferencia
estadistica significativa (p=0,473). Se recomendé un control estricto en la floricola
a fin de que los trabajadores usen el equipo de proteccion completo en su puesto
de trabajo.

Palabras clave: acetilcolinesterasa, insecticidas organofosforados, inhibicién,
actividad laboral.

YESSENIA FIGUEROA CHICAIZA
EDGAR MEJIA JARAMA 2



UNIVERSIDAD DE CUENCA

ABSTRACT

In this research, the enzyme levels of acetylcholinesterase, alkaline phosphatase,
alanine aminotransferase, and aspartate aminotransferase were determine in 44
flower plantation workers "DREAMROS" by exposure to organophosphate

insecticides and 20 healthy control population not exposed.

For the quantification of acetylcholinesterase enzyme the kinetic method was used
based on the reaction of Ellman through spectrophotometrically. And, for the liver
enzymes the same spectrophotometric method was used. Sampling was done at
the beginning of the workday and through a survey it was assessed the personal

characteristics and safety of each worker.

The results showed no significant statistical difference (p=0.237) between the 2
populations in the levels of the enzyme acetylcholinesterase. However, there was
a statistically significant difference of this enzyme by the labor activity performed
(p=0.004), being fumigation workers has a greater exposure to organophosphate
insecticides. Most workers had less than one year old, so no significant statistical
difference acetylcholinesterase enzyme was found by the time of exposure to
these compounds. Moreover, there was no statistically significant difference
between the two populations for the alanine aminotransferase enzyme (p = 0.003)
and alkaline phosphatase (p=0.013). But, within the reference values. Aspartate
aminotransferase enzyme did not show statistically significant difference
(p=0,473). A strict control in the flower plantation was recommended, so that

workers wear full protective equipment at the workplace at all times.

Keywords: acetylcholinesterase, organophosphorus insecticides, inhibition,
working activity.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

ACh: Acetilcolina

AChE: Acetilcolinesterasa

ALP: Fosfatasa alcalina

ALT: Alanina aminotransferasa

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico
AST: Aspartato aminotransferasa
BChE: Pseudocolinesterasa

FMO: flavin monooxigenasa

IOF: Insecticidas organofosforados
NADPH: Nicotiamida adenina dinucleotido fosfato
OMS: Organizacion mundial de la salud

OIT: Organismo Internacional del trabajo
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INTRODUCCION

En la actualidad la utilizacién de insecticidas organofosforados para proteger las
plantaciones floricolas de vectores y plagas que puedan perjudicar la produccion

van en aumento, manteniendo una constante lucha para erradicarlos.

En el Azuay existen alrededor de 102 invernaderos, los mismos que abarcan una
extension de terrenos correspondiente a 332,680 m?, de los cuales 298,000 m?
son utilizadas para el cultivo de flores, dando una produccion de 1.069.335 rosas

para la exportacion. (Ministerio de Relaciones Exteriores del Ecuador, 2011)

Debido a la gran demanda y produccion de este producto en la provincia es
evidente que el método mas empleado para el control de plagas, es la utilizacién
de insecticidas y plaguicidas que contienen compuestos organofosforados,
carbamatos y organoclorados, cuyo éxito en la erradicacion de las plagas
perjudiciales de los cultivos agricolas y floricolas se debe a la mayor toxicidad que
poseen todos estos plaguicidas, sin embargo la exposicion continua de estos
productos en los trabajadores de floricolas es causa importante de intoxicacion

gue compromete diversos 6rganos como corazon, higado. (Menéndez, 2009)

La intoxicacion que producen estos compuestos se debe a la capacidad de ser
altamente liposolubles y de su facil absorcion por via cutanea y respiratoria,
cuando estos insecticidas ingresan al organismo por cualquiera de estas vias se
unen a las enzimas esterasas (acetilcolinesterasa o colinesterasa verdadera y
colinesterasa plasmatica o pseudocolinesterasa) lo que impide la hidrdlisis del
neurotransmisor acetilcolina y deriva en su acumulacion en las terminaciones
nerviosas muscarinicas y nicotinicas, y a nivel de la placa motora del sistema

nervioso. (Carrasco & Cruz, 2000)
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En base a este sustento cientifico y al poco conocimiento que poseen las
personas que manipulan todos estos productos justificamos el desarrollo de esta

investigacion.

La acetilcolinesterasa constituye el marcador de eleccion para el control biolégico
de los trabajadores expuestos a insecticidas organofosforados/carbamatos en las
floricolas, lo que nos ayudara a aplicar medidas preventivas ante posibles
enfermedades laborales que pudiese afectar la salud y condiciones de vida de los
trabajadores de la floricola que tienen contacto directo e indirecto con este tipo de

compuestos.

Debido a la utilizacion de estos compuestos como Unica arma quimica en la
erradicacion de plagas que pudiesen perjudicar los cultivos y la posible
intoxicacion de las personas que tienen contacto con todos estos plaguicidas
organofosforados, en nuestro estudio de investigacion se ha planteado la
hipétesis que si los trabajadores de la plantacion “Dreamros” presentan una
exposicidn a insecticidas organofosforados entonces presentaran alteracion en la
acetilcolinesterasa (AChE), aspartato aminotransferasa (AST), alanina

aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina (ALP).

Por lo tanto para poder desarrollar esta investigacién, se ha planteado los

siguientes objetivos:

» Determinar la AChe, ALP, AST y ALT en trabajadores de la plantacion
‘Dreamros” ubicada en la parroquia Jadan, por exposicion a insecticidas
organofosforados.

» Cuantificar la concentracion de AChe, ALP, AST y ALT, en trabajadores de la
plantacién “Dreamros” que estan expuestos a plaguicidas segun areas de
trabajo.

» Comparar la poblacién de estudio con la poblacién de referencia.

> Establecer las areas de mayor exposicion a insecticidas organofosforados.

YESSENIA FIGUEROA CHICAIZA
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» Aplicar medidas preventivas ante posibles intoxicaciones relacionadas con el

uso de plaguicidas que contienen compuestos organofosforados.

Este estudio servirh como aporte investigativo y cientifico referente a la exposicion
a insecticidas organofosforados, condiciones de trabajo y la repercusion en la
salud de los trabajadores de la floricola, para que en un futuro inmediato se

puedan tomar las medidas correctivas necesarias.

YESSENIA FIGUEROA CHICAIZA
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CAPITULO |

1. INSECTICIDAS ORGANOFOSFORADOS

1.1 Concepto

Se denominan insecticidas organofosforados (IOF) a todas aquellas sustancias
organicas que contienen carbono y derivan de la estructura quimica del &acido
fosférico, la mayoria son ésteres pentavalentes del acido fosférico donde se
sustituyen los grupos hidroxilos, por radicales organicos, normalmente metilo o
etilo dando como resultado la formacion de dialquilfosfatos. El tercer grupo OH
puede estar sustituido por un radical diferente o por un grupo tiol, formando los
tiolfosfatos; en el caso de que el oxigeno unido directamente al fésforo es

sustituido por un azufre, se forman los tionofosfatos. (Rozo & Alvarado, 2004)

0

I
HO — P — OH

OH

Los componentes sustituyentes son los que les proporcionan a todos estos
compuestos sus diferentes propiedades fisicoquimicas, determinando su grado de
absorcién, disponibilidad y la ruta de biotransformacién, almacenamiento en los

tejidos (principalmente tejido adiposo) e interaccion con dianas bioldgicas.

La mayoria de estos compuestos comparten una caracteristica fisicoquimica
comun, la misma que es la de ser liposolubles en la piel y membranas animales,
lo que condiciona la acumulacién en los tejidos grasos y debido a su lenta

liberacién incrementa el riesgo de intoxicacion.

De la misma manera comparten como caracteristica farmacologica la inhibicion de

enzimas con actividad esterasica, especificamente la acetilcolinesterasa, lo que

YESSENIA FIGUEROA CHICAIZA
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genera la acumulacion de acetilcolina (ACh) en las terminaciones nerviosas cuya
consecuencia fisiologica es la alteracion de los impulsos nerviosos. (Reppeto,
1995)

Tabla 1. Clasificacion de grupos organofosforados por sustituyentes quimicos.

GRUPO DENOMINACION

P=0 Fosfato

P=0; sustituido por P=S Tionofosfato

-OR ; sustituido por —SR Tiolfosfatos

P=0; sustituido por P=S y -OR por -SR Ditiofosfatos

-OR ; sustituido por —R Fosfanatos

OH ; sustituido por NH2 Amidofosfatos

-OR ; sustituido por Halgeno Halogenofosfoidatos

Fuente: Toxicologia Avanzada (Reppeto, 1995)

La intoxicacion por insecticidas organofosforados genera un cuadro de signos y
sintomas caracteristicos, el cual es denominado sindrome colinérgico y que se
caracteriza por alteraciones en el estado de la conciencia, fatiga muscular, apatia,

insomnio, cefaleas y aumento de la actividad secretora.

1.2 Caracteristicas quimicas

Los insecticidas organofosforados son compuestos que en su molécula poseen
radicales tipo ésteres, amidas o tio, derivados del &cido fosforico, fosfonico,
fosforotioico o fosfonotioico. Cuando la union al doble enlace del fésforo de la
molécula, es el oxigeno, el compuesto se denomina oxon, y es un inhibidor de la

enzima acetilcolinesterasa.

En condiciones alcalinas se favorece la hidrélisis de este compuesto,

especialmente cuando el &tomo de oxigeno esta unido al doble enlace del fésforo.

YESSENIA FIGUEROA CHICAIZA
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La tecnologia quimica ha hecho esta uniébn mas resistente al sustituir el oxigeno
por el azufre, los mismos compuestos son denominados tiones, que son pobres

inhibidores de la acetilcolinesterasa. (Cabrera & Valera, 2009)

1.3 Fisiologia del sistema colinérgico
Se han descrito dos clases de sinapsis: las eléctricas y las quimicas de acuerdo al

tipo de contacto entre las neuronas.

En la sinapsis eléctrica el agente que media la transmision es una corriente ionica,
la misma que se conecta por puentes y comunica el citoplasma de las células

presinapticas y postsinapticas.

Los componentes principales de la transmision nerviosa o sinapsis quimica que
tiene lugar entre dos neuronas estan constituidos por la membrana presinaptica,
la hendidura sinaptica especializada y la membrana postsinaptica, produciéndose

dicha transmision de la siguiente manera:

1. Un cambio en el potencial de accion despolariza la membrana presinaptica,

provocando la apertura de los canales iGnicos.

2. Inmediatamente el calcio entra produciéndose un aumento de su concentracion
lo que hace que las vesiculas de neurotransmisor se unan a la membrana y
liberen el neurotransmisor acetilcolina por exocitosis, en la hendidura sinaptica

gue mide un cuarto de micron.

3. La membrana postsinaptica posee los receptores del neurotransmisor, a los
cuales se une la acetilcolina, lo que provoca la apertura de los canales ibnicos en
esta membrana, sucesivamente entra el calcio a esta membrana junto con otros
cationes lo que produce la despolarizacion y excitacion de la membrana
postsinaptica, la misma que se propaga a la siguiente célula nerviosa o hasta la

placa motora correspondiente.
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4. La acetilcolina después de cumplir su funcion es inmediatamente inactivada por
la acetilcolinesterasa, lo que permite la repolarizacion de la membrana y pueda

transmitir sucesivamente nuevos impulsos nerviosos.

Es importante mencionar que la transmision eléctrica y transmision quimica,

coexisten en una misma sinapsis, frecuentemente. (Lopez & Bello Gutiérrez,

2001)

Fig. 1 Componentes de la sinapsis nerviosa

B Sinapsis activa
Potencial de accion Potencial de accion
Eventos Potencnal secretorio A‘;::"c‘::;:"
eléctricos
24 leusvon de
transmisor
Zona activa - god & - . Potencial de accion
"u 2 yllbelaClénde
. ) M
- 00 9 0“ - transmisor
e 9
-0 0 9 & Contraccion
.9 muscular
- & @ W ‘0
G 0,
i3 0 ° Jw' Secrecion
\ 9 ) ) 0000‘7 hormonal
Eventos Transmisor Interaccion del  Se desencadena
quimicos liberado transmisor con la funcién
receptores
postsinapticos

Fuente: (Cardinali, 2007)

1.4 Latransmision nerviosa en las sinapsis colinérgicas

1.4.1 Componentes de la transmision colinérgica.

Ademéas de inhibir la acetilcolinesterasa (esterasa), los compuestos
organofosforados poseen otras dianas biolégicas que influyen en la trasmision

fisiologica colinérgica, al interactuar con receptores nicotinicos y muscarinicos.
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Esta claro que cuando este compuesto ingresa al organismo produce un efecto
antagonista sobre los receptores nicotinicos que son receptores inotropicos. En el
sistema nervioso central y en el sistema nervioso autbnomo parasimpatico, estan
presentes los receptores muscarinicos, los mismos que son receptores
metabotropicos, ligados a proteina G, los cuales se asocian a procesos de

transduccion por segundos mensajeros. (Cuenca, 2006)

Los compuestos organofosforados, al interactuar con los receptores muscarinicos
son capaces de modular los niveles de segundos mensajeros, especificamente
cuando estos compuestos interactan con los receptores m2 y m4 se produce una
reduccion de la produccion de AMPc intracelular, esto se debe a que los
receptores muscarinicos (m2 y m4) se encuentran ligados a la cascada del AMPc

a través de una proteina Gi.

Los subtipos de receptores muscarinicos (m1, m3 y m5) cuando son activados,
aumentan la actividad de la fosfolipasa C, incrementando asi la hidrélisis del
fosfolipido de membrana fostatidilinositol y la formacion de diacilglicerol, a
diferencia de lo que ocurre con los subtipos ml y m2, los compuestos
organofosforados no tiene repercusiones directas al interactuar con los subtipos

restantes.

De este modo al interactuar los compuestos organofosforados con los receptores
muscarinicos m2 que se sitian en zonas del cerebro en donde existe una alta
concentracion de neuronas colinérgicas, pueden modular la liberacion de
acetilcolina. Entonces, es regulada la liberacion de acetilcolina, mediante la
funcién de receptores muscarinicos en donde se ve limitando la recaptacion de

colina, disminuyendo asi su secrecion.

La disponibilidad de colina intracelular, se debe a la hidrélisis de fosfolipidos de
membrana y a la recaptacion desde el espacio extracelular, esto regula la sintesis

del neurotransmisor.
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La recaptacion de colina se realiza por los sistemas de alta y baja afinidad. Este
hecho influencia la sintesis de acetilcolina, mas que la actividad de la colina

acetiltransferasa, (enzima cuya funcion es la sintesis del neurotransmisor).

Es importante mencionar que el sistema de alta afinidad de recaptacion de colina,
es regulada por los niveles présinapticos de AMPc, los mismos que mediante la
activacion de receptores muscarinicos m2 o m4, pueden modificar su

concentracion.

Entonces cuando los insecticidas organofosforados activan los receptores
muscarinicos m2 asociados a proteina Gi, produciria la inhibicion de la
adenilciclasa, lo que deriva en la reduccion de AMPc, consecuentemente se
impide la recaptacion de colina y por tanto la disminucion de la sintesis de

acetilcolina.

Independientemente de la fosforilacién de la acetilcolinesterasa por parte de los
insecticidas organofosforados, la inhibicion enzimética produce un aumento del
neurotransmisor en el espacio sinaptico y la sobre estimulaciéon de sus receptores,
de este modo cuando la acetilcolina actia sobre los receptores muscarinicos va a
producir un descenso de su liberacion, por el contrario si los receptores son

nicotinicos se produciria un aumento de su liberacién. (Cafiadas, 2004)
1.4.2 Esterasas.

Son enzimas que catalizan reacciones de hidrélisis (fase | de biotransformacion
de los toxicos) de amidas, ésteres carboxilicos, ésteres de fosfato. Existen 2 tipos
de esterasas: esterasas tipo A y tipo B. Entre las esterasas tipo A incluyen las
arilesterasas, mientras que las tipo B se integran las colinesterasas del plasma
(ésteres de colina), las acetilcolinesterasas de eritrocitos y tejido nervioso (ésteres
de acetil), las carboxilesterasas (ésteres alifaticos). Las esterasas tipo A y tipo B
poseen en su centro activo residuos de cisteina y serina respectivamente. (Lopez
& Bello Gutiérrez, 2001)
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Cuando los insecticidas organofosforados interactiian con el grupo funcional —SH,
de las esterasas tipo A, forman un enlace P-S que es facilmente hidrolizado por el
agua. Por el contrario cuando los insecticidas organofosforados interactdan con el
—OH de la serina, de las esterasas tipo B, se forma un enlace P-O que no es
hidrolizado por el agua, de esta manera los organofosforados que se unen
estequiométricamente a las esterasas B inhiben su actividad enziméatica. (Tejedor,
2011)

1.4.3 Mecanismo de accion de la acetilcolinesterasa.

La enzima acetilcolinesterasa, que esta presente en la terminacion postsinaptica,
hidroliza de forma inmediata a la acetilcolina, lo que permite la repolarizacion de la
membrana o de la placa basal en las conexiones neuromusculares, y las posibilita

para la llegada de un nuevo impulso.

La funcidbn normal de la acetilcolina depende de su rapida hidrdlisis por la
acetilcolinesterasa, que permita la brevedad y unidad de los impulsos propagados
sincrénicamente. El producto de la hidrolisis permite que el &cido acético liberado
pase a la sangre y la colina sea recuperada por las neuronas para la sintesis de

nuevas moléculas de neurotransmisor. (Cardona, 2008)

Figura 2. Reaccion catalizada por la acetilcolinesterasa
()
-
(CHy3N—CH,—CH,— 0—C—CH;, + H,0
Acetilcolina
Aceticolinesterasa
()
+*
(CHyyN—CH,—CH,—OH + C—CH

Colina

Fuente: (Voet, 2006)
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1.5 Mecanismo de accion de los insecticidas organofosforados

Los insecticidas organofosforados producen intoxicacion a través de la
fosforilacibn de la enzima acetilcolinesterasa, en las terminaciones nerviosas.
Molecularmente la inhibicién de la acetilcolinesterasa por parte de los insecticidas
organofosforados sucede cuando estos interaccionan con el grupo OH de la

serina del centro activo.

Cuando las moléculas de los insecticidas organofosforados se unen al enlace
éster de la enzima acetilcolinesterasa, forman una union estable, la cual se hace
irreversible, si no se rompe con el tratamiento, quedando la enzima imposibilitada
de realizar su funcién normal, lo que genera una acumulacién de acetilcolina en
las uniones colinérgicas neuroefectoras, ganglios autbnomos y a nivel del sistema

nervioso central. (Rios, 2006)

La principal funcién de la acetilcolina es la transmision fisiologica del impulso
nervioso, esto es posible gracias a la interacciébn con dos tipos de receptores

postsinapticos, receptores nicotinicos y muscarinicos.

a) Receptores muscarinicos: las fibras colinérgicas postganglionares simpaticas y

parasimpaticas a las células efectoras.

b) Receptores nicotinicos: las neuronas preganglionares a los postganglionares
en los sistemas parasimpaticos y simpaticos; los nervios motores al musculo

esquelético.

Luego de ser liberada y haber interactuado con su respectivo receptor la
acetilcolina es trasformada por la enzima acetilcolinesterasa, produciendo
mediante la hidrélisis de la misma, acido acético y colina, la misma que entra

nuevamente al pool metabdlico presinaptico para ser utilizada nuevamente.

La inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa, provoca un aumento en la
concentracion de acetilcolina en la uniéon sinaptica lo que produce la interrupcion
de la transmisidon normal de los impulsos nerviosos. (Fernandez, Mancipe, &
Fernandez, 2010)
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1.6 Toxicidad

Los insecticidas organofosforados provocan intoxicacion a mamiferos e insectos
mediante la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa, en las terminaciones
nerviosas. El resultado de la fosforilacion de la enzima, acetilcolinesterasa
provoca un aumento de la concentracion de la misma, derivando en una sobre

estimulacién del érgano efector.

En una intoxicacion causada por estos insecticidas, la pérdida de la funcion de la
acetilcolinesterasa, permite la acumulacién de la acetilcolina en las uniones
mioneurales del esqueleto y ganglios autonomos (efecto nicotinico), en las
uniones colinérgicas neuroefectoras (efecto muscarinico) y también a nivel del

sistema nerviosos central.

Cuando existe una estimulacion continuada de los receptores muscarinicos, por la
inhibiciébn de la enzima acetilcolinesterasa se producen sintomas y sintomas de
intoxicacion colinérgico tales como broncoconstriccion, aumento de la salivacion,
aumento del peristaltismo gastrointestinal, nauseas, vémitos, diarreas llegando

hasta un bloqueo cardiaco.

Cuando la estimulacion de receptores nicotinicos, por la inhibicion de la enzima de
la acetilcolinesterasa, produce en el organismo debilidad muscular, movimientos

involuntarios del tejido esquelético. (Rios, 2006)

En el momento en el que la acumulacion de acetilcolina es a nivel del sistema
nervioso central se producen neurosis, apatia, depresién de los centros

respiratorios y circulatorios, pudiendo producirse la muerte.

Los IOF por ser volatiles y liposolubles se absorben con facilidad por contacto
directo por la piel, por inhalacién e ingestion. La aparicién de signos y sintomas en

la intoxicacién, va a depender de la cantidad y via de acceso del compuesto hacia
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el organismo, la degradacion de los insecticidas va a ocurrir principalmente por via

hepatica mediante la hidrdlisis, la cual varia de acuerdo al compuesto.

Existen insecticidas altamente liposolubles como es el caso del diazinon y la
metilparationa, los cuales se acumulan en los tejidos grasos y su hidrélisis es

tardia debido a su lenta liberacion. (Varela & Badii, 2008)

Muchos organofosforados se transforman facilmente de tiones a oxones, debido a
factores ambientales como el oxigeno y la luz, lo mismo ocurre en el organismo
gracias a la accién de los microsomas hepaticos. Estos cambios son peligrosos ya
gue los oxones son mas toxicos pero se degradan mas facilmente que los tiones.
Una caracteristica similar que poseen estos oxones Yy tiones es que se hidrolizan
en la union éster, produciendo fosfatos de alquilo y grupos salientes los que son

de baja toxicidad.

En las primeras 48 horas, a partir del enlace inicial del organofosforado con la
acetilcolinesterasa, parte de la enzima ya fosforilada puede ser desfosforilada, por
la oxima ya que posee propiedades de antidoto, denominada pralidoxima. Si
aumenta el tiempo de union de la enzima con el insecticida, la uniébn enzima-
fosforilo se refuerza por la pérdida de un grupo alquilo del aducto fosforilado,

proceso conocido como envejecimiento.

Entonces la reactivacion enzimatica por parte de la pralidoxima es imposible
después de algunos dias, esto no es general ya que se ha observado en algunos

casos mejoria al administrar pralidoxima después de algunos dias de exposicion.

La diferenciacion entre las distintas clases quimicas de insecticidas es importante
para la interpretacion del médico, especialmente cuando los resultados provienen
del laboratorio de referencia, dicha importancia radica cuando el laboratorio
realiza un examen a la solucién madre, y no a los metabolitos, ya que en el caso

del cloropirifés en su forma de tiofosfato, es metabolizado a oxon por el higado en
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la primera fase de biotransformacion, lo que podria confundir el diagnostico y
retrasar el tratamiento médico, lo que es peligroso ya que mientras mayor tiempo
de contacto tenga el toxico con el organismo es mas complejo su erradicacion.
(Cardinali, 2007)

1. 7 Caracteristicas toxico cinéticas

Los insecticidas organofosforados poseen como caracteristica principal, la
liposolubilidad y volatilidad, debido a esto es facil su absorcién transdérmica y
penetracion al sistema nervioso central. Muchos compuestos derivados del acido
fosférico gracias a su alta presion de vapor, poseen una buena capacidad para
vaporizarse, pudiendo asi absorberse con facilidad a través de la membrana

alveolar.

En las industrias agricolas son utilizados los compuestos menos volatiles, en
forma de aerosoles o polvos los mismos que estan constituidos por pequefas

particulas del compuesto organofosforado, en formulacion con material inerte.

La via de entrada del téxico puede ser digestiva, cutdneo-mucosa, respiratoria o
parenteral. En casos de intentos suicidas, asi como en las intoxicaciones
involuntarias por el consumo de alimentos contaminados con IOF, la via digestiva,
es la habitual. Esta via se asocia a intoxicaciones graves. Las vias cutaneo-
mucosa Y respiratoria se asocian a intoxicaciones profesionales, por no seguir las
medidas de seguridad aconsejadas. La via parenteral es excepcional y se suele
asociar a intentos autoliticos en pacientes que utilizan farmacos por dicha via.
(Martinez, Sanchez, & Martinez, 2008)

En forma general el compuesto puede penetrar por todas las rutas de absorcion
de organismo, una vez dentro, el tiempo de vida media en el plasma, de los
compuestos es muy corto, pero poseen un alto volumen de distribucién, lo que
permite a estos compuestos acumularse en el tejido adiposo, desde donde

nuevamente pueden ser liberados por via sistémica al organismo.
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Para la excrecidon de estos compuestos, el organismo realiza transformacion
metabdlica, dando lugar a metabolitos menos téxicos y mas polares para facilitar
su eliminacion principalmente por la orina ya que aumenta su hidrosolubilidad.
Los metabolitos también se eliminan por las heces y aire espirado. Algunas veces
el resultado de la biotransformacion puede dar como resultado metabolitos mas

toxicos lo que se denomina bioactivacion. (Saracco, 2007)

Existen muchos mecanismos de detoxificacién, pero los dos principales son la
oxidacion y la hidrdlisis.

En la oxidacion de los compuestos participan enzimas localizadas en el tejido
reticulo endoplasmatico rugoso y liso que requieren la presencia de coenzimas; el
NADPH (nicotinamida adenina dinucleotido fosfato); los sistemas FMO (flavin
monooxigenasa) y citocromos P- 450. La oxidacion puede bioactivar algunos
compuestos como es el caso de los fosforotionatos, en este caso el citocromo P-
450 transforma la estructura tiono (compuestos con enlace P=S) en la estructura
0xo (compuesto con enlace P=0).

Otro ejemplo de bioactivacion, se produce en la desulfuraciébn oxidativa, el
clorpirifés y el metil-paration son activados metabdlicamente a clorpirofés-oxon y
metilpara-oxon, esta transformacion sucede principalmente en el higado pero
también puede darse a nivel de sistema nervioso central, periférico y érganos
diana. De igual forma puede ser inactivado el metil-paration cuando en presencia
de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato y citocromo P - 450, este compuesto

pierde grupos metilo dando como resultado metabolitos menos reactivos.

La hidrdlisis, otro mecanismo de detoxificacion, se realiza sobre productos
originales como en sus metabolitos. En la hidrdlisis, las enzimas que participan en
este proceso se diferencias por su especificidad de sustrato. Las enzimas que
participan en la hidrélisis pueden ser subdivididas en fosforilfosfatasas, A-
esterasas, carboxilesteraras y carboxilamidasas. Estas enzimas se encuentran en

el higado, por ejemplo la paraoxonasa (A-esterasa), se encarga de la hidrolisis de
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un gran numero de compuestos organofosforados, lo que facilita la excrecion de
estos compuestos ya que sus metabolitos son hidrosolubles, de igual forma el
tiempo de vida media de estos toxicos se reduce lo que ayuda a una pronta
detoxificacion. Otra enzima, la carboxilasa B, cataliza la hidrdlisis de compuestos
gue poseen enlaces carboxilestéricos (malation y acetién), dando metabolitos
inertes. (Torre, 2002)

1. 8 Signos y sintomas de intoxicacion
Los efectos que conllevan la intoxicacion de los compuestos organofosforados, a
nivel celular, molecular y funcional, permite evaluar los efectos dividiéndolos en

tres categorias.

1) Cuando existe una inhibiciéon inferior al 20% de la acetilcolinesterasa y no
existen signos observables de la intoxicacion.

2) Cuando existe una inhibicion superior al 20% de la acetilcolinesterasa sin
signos ni sintomas observables. Aqui se va a hacer referencia a la prolongacion

del contacto con los téxicos, en exposiciones laborales o ambientales.

3) Cuando existe una intoxicacion con sintomas y signos observables derivada de
la inhibicién de la acetilcolinesterasa. Se hace referencia a intoxicaciones agudas
y va a depender de las concentraciones elevadas del toxico, que se deben a

intoxicaciones accidentales o voluntarias. (Rios, 2006)

1.9 Manifestaciones clinicas
Las intoxicaciones por compuestos organofosforados pueden generar tres
cuadros clinicos: la intoxicacion aguda, el sindrome intermedio y una

neurotoxicidad tardia.

1.9.1 Intoxicacion aguda. Se inicia cuando el toxico es bioactivado y
transportado hasta la sinapsis colinérgicas en donde se va a producir la inhibicion

de la acetilcolinesterasa, lo que produce un sindrome colinérgico relacionado con
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manifestaciones a nivel del sistema nerviosos central y autbnomo. Estos sintomas
aparecen entre pocos minutos hasta 12 horas posterior al contacto con el toxico,

dependiendo de la edad del paciente, la cantidad de toxico ingerido.

Si el toxico ingerido tiene alta afinidad por el tejido adiposo, este se va a acumular
y liberar luego de forma gradual lo que contribuye una prolongacién en la
apariciéon de signos y sintomas asi como su duracion en el tiempo. (Martinez,
Sanchez, & Martinez, 2008)

Tabla 2. Signos y sintomas de intoxicacion por insecticidas organofosforados

Muscarinicos Glandulas exoécrinas Incremento en lacrimacion,
Sistema Nervioso salivacion, sudoracion.
Autonomo Ojos Miosis, vision borrosa, conjuntivitis.
Parasimpatico Tracto gastrointestinal Nauseas, vomito, diarrea, dolor
abdominal, inconciencia fecal.
Tracto respiratorio Anginas, dificultad respiratoria,
dispnea, tos edema pulmonar, etc.
Sistema Bradicardia, hipotension.
cardiovascular
Vejiga Polaquiuria e incontinencia.
Nicotinicos Sistema Taquicardia, hipertension, palidez.
Sistema Nervioso cardiovascular
Autébnomo
Nicotinicos Musculatura Fasciculaciones, calambres,
Fibras motoras esquelética disminucion de reflejos, miastenia,
pardalisis, tono rigido.
Agitacion, actividad motora
generalizada, mareos, mialgias,
Receptores apatia, cefaleas, temblor, ataxia,
Colinérgicos somnolencia, depresién, confusion
Sistema Nervioso Cerebro mental, letargia, fatiga, coma con
Central ausencia de reflejos, convulsiones,

depresion de los centros

respiratorios con dispnea, cianosis,

y caida de la presién sanguinea.
Fuente: (Cafnadas, 2004)
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La complejidad y aparicion de los diferentes signos y sintomas dependera

principalmente de la via de entrada y el grado de intoxicacion.

En caso de intoxicaciones severas en los cuales la actividad de la colinesterasa
es inferior al 10%, aqui se presentan, la pérdida de conciencia, fasciculaciones,
miosis, pérdida de la funcion respiratoria, por inhibicion de los centros

respiratorios a nivel del sistema nervioso central.

Luego de la intoxicacion aguda los primeros signos en aparecer son los derivados
de receptores muscarinicos, los que pueden aparecer 0 no conjuntamente con
signos nicotinicos. Los signos nicotinicos en aparecer tempranamente es la
mialgia. Los principales efectos colinérgicos tras una intoxicacion aguda son
alteraciones cognitivas y emocionales como ansiedad, depresion e inquietud asi
como también problemas de memoria que pueden durar semanas 0 meses.
(Martinez & Martin, 2006)

1.9.2 Sindrome intermedio. Este aparece posterior a los efectos agudos, es decir
24 a 48 horas después de la exposicidon, pero antes que aparezca la neuropatia
retardada; se caracteriza por debilidad de los musculos proximales de las
extremidades, flexores del cuello, lengua, faringe y musculos respiratorios, con
compromiso de la funcion respiratoria, disminucion o ausencia de los reflejos
miotendinosos y compromiso de pares craneales (principalmente el sexto). Estos
signos aparecen en intoxicaciones que ya no presentan manifestaciones

colinérgicas. (Fernandez, Mancipe, & Fernandez, 2010)

1.9.3 Neuropatia retardada. Acontece a partir de la segunda o tercera semana
de intoxicacion y se debe a la fosforilizacion y consiguiente inhibicion de la enzima
axonal esterasa neurotoxica del sistema nervioso y el incremento de calcio
intracelular por alteracibn de la enzima calcio-calmomodulinaquinasa |,
generando degeneracion axonal. Se trata de una polineuropatia mixta, sensitivo-

motora. Que afecta a los musculos distales de las extremidades que se manifiesta
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con debilidad ascendente, ataxia, hipotrofia muscular, hiporreflexia en miembros

inferiores, calambres, parestesias e hipoestesia. (Bataller, 2004)

1.10 Tratamiento

1.10.1 Evaluacion inicial y manejo de urgencias. El tratamiento inicial se enfoca
en asegurar la permeabilidad de la via aérea y mejorar la oxigenacion del tejido lo
mas posible y la adecuada funcion cardiovascular. La aspiracion de secreciones
es esencial en estos pacientes. Realizar una descontaminacion adecuada segun
la via de entrada del toxico, mediante un bafio corporal, lavado del cabello, retiro

de ropa, uso de carbon activado.

Cuando la intoxicacion se ha dado por via cutanea el paciente debe ser lavado
con abundante agua y jabon, a fin de evitar contaminacion del personal. El lavado
gastrico es recomendado solamente en pacientes en quienes se sospecha la
presencia de restos toxicos en el estbmago (ingestiéon < 2 horas) y se le dara
carboén activado a dosis de 1g/kg peso o en pacientes con intubacion orotraqueal
minimizando asi el riesgo de broncoaspiracion. El lavado géastrico no debe

retardar la administracion del tratamiento especifico. (Cabrera & Valera, 2009)

1.10.2 Manejo especifico.

1.10.2.1 Atropina. Se usa para el manejo de los efectos muscarinicos por
competicion de receptores con la acetilcolina, mejorando la funcion cardiaca y
ventilatoria. La dosis inicial en adultos es de 1-3 mg intravenoso (0,02 a 0,05
mg/kg en nifios), evaluando la respuesta cada 5 minutos, observando la apariciéon
de signos de atropinizacion como son disminucién de secreciones respiratorias,
aumento de la frecuencia cardiaca, resequedad o normalidad de piel y mucosas,
midriasis. En intoxicaciones severas se puede requerir un goteo continuo de
atropina entre 0,01 y 0,08 mg/kg/h que gradualmente debe retirarse para evitar
bradiarritmias.
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1.10.2.2 Oximas. Mediante la reactivacion de la colinesterasa actua eliminando su
grupo fosfato. Se lo usa antes de las 6 horas para evitar la unién irreversible entre
la colinesterasa y el toxico. La oxima mas utilizada en estos casos es la
pralidoxima (ampolla 1g/20ml) a una dosis de 25 a 50 mg/kg (1 a 2 g), diluido en
100 cm® de solucién salina 0,9% para pasar en 30 minutos, seguido de una
infusion continua a 8 mg/kg/h por 24 horas . Otra opcion es la administracion de 1
a 2 g por via intravenosa (IV) o via intramuscular (IM) cada cuatro horas. Varios
autores recomiendan reservar el uso de oximas en caso de intoxicaciones
moderadas a severas por organofosforados. Entre sus efectos adversos esta
hipertension, cefalea, nauseas, hepatotoxicidad, taquicardia, laringoespasmo.
(Martinez & Martin, 2006)

1.10.3 Manejo de complicaciones. En caso de presentarse convulsiones, la
eleccidn es el uso de benzodiacepinas a dosis usuales. El diacepam es el farmaco
de primera linea, se puede suministrar de 5-10 mg de Diacepam intravenoso
(0,05-0,3 mg/kg/dosis). Otras alternativas incluyen Lorazepam 2-4 mg (0,05-0,1
mg/kg/dosis) o Midazolam 5-10 mg (0,15-0,2 mg/kg/dosis). El diacepam puede
empeorar la depresion respiratoria inducida por organofosforados, sin embargo, el
diacepam combinado con los antidotos para la intoxicacién causada por estos,
inhibe la depresion respiratoria, previene el dafio neuropatico y mejora el

prondstico. (Fernandez, Mancipe, & Fernandez, 2010)

1.11 Marcadores bioldgicos

La determinacibn de la enzima colinesterasa (acetilcolinesterasa,
pseudocolinesterasa) es el marcador de eleccion para el diagnéstico de las
intoxicaciones por IOF. Es fundamental el estudio de la enzima esterasa junto con
la determinacion de las enzimas hepaticas (AST, ALT, ALP). Se sabe que la
enfermedad hepatica cronica es causa comun de disfuncién acetilcolinesterasica.
(Saracco, 2007)
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1.11.1 Colinesterasas. Las colinesterasas son enzimas que hidrolizan la
acetilcolina y otros ésteres de colina, regulan la transmisién del impulso nervioso
en la sinapsis nerviosa y la unidon neuromuscular. Existen 2 clases de

colinesterasa

1.11.1.1 Colinesterasa verdadera (AChE). Llamada también acetilcolinesterasa
o colinesterasa eritrocitaria, su funcion es la hidrélisis de la acetilcolina en la placa
motora principal. Se la encuentra en las terminaciones nerviosas de los nervios
colinérgicos y dentro de los eritrocitos. Cuando existe deficiencia de esta y un
metabolismo insuficiente de la succilcolina, es capaz de producir crisis de apnea

postanestésicas. (Mejia, Gilberto; Ramelli, Mauricio, 2006)

Los glébulos rojos recién formados tendran niveles elevados de
acetilcolinesterasa, que se reduce progresivamente de acuerdo a la edad de la
célula. El nivel de acetilcolinesterasa en glébulos rojos es proporcional a la cuenta
de reticulocitos (Vaidyanathan, S, & Vasudevan, 2011)

1.11.1.2 Colinesterasa del suero o plasma (BChE). Conocida como
pseudocolinesterasa o butirilcolinesterasa, es inespecifica y puede hidrolizar los
esteres acil. Esta presente en casi todos los tejidos principalmente en el higado.
La deficiencia de esta enzima, inhibe la actividad de la colinesterasa del suero y

desencadenando trastornos visuales con obnubilacién mental.

La diferencia entre los 2 tipos de colinesterasa esta en su preferencia por
sustratos, la colinesterasa eritrocitaria hidroliza la acetilcolina méas rapido y la
pseudocolinesterasa hidroliza la butirilcolina mas rapido. Ademas la
colinesterasa eritrocitaria es el biomarcador de eleccion para utilizar en casos de
exposicion cronica y la pseudocolinesterasa constituye una ayuda importante
para el diagnéstico de las intoxicaciones agudas. (Mejia, Gilberto; Ramelli,
Mauricio, 2006)
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1.11.1.3 Uso clinico. En pre operatorio de pacientes con sensibilidad a los
anestésicos donde la succinilcolina no despolariza los relajantes musculares y
origina crisis de apnea. En fumigadores que emplean insecticidas
organofosforados o carbamatos. En hepatitis viral y atrofia aguda, para valorar el
dafno del hepatocito, cuanto mayor sea la alteracién hepatica, sus niveles son mas

bajos.

La succinilcolina es un relajante muscular muy usado, estructuralmente es un
analogo a ACh y por esto encaja competitivamente en los receptores post-
sinapticos de ACh, la pseudocolinesterasa del higado hidroliza la succinilcolina en
2 a 4 minutos, en ciertas personas la actividad de la pseudocolinesterasa puede
estar ausente por condicion genéticamente transmitida. En estas personas en el
momento de administrar succinilcolina durante la cirugia, puede durar horas para

metabolizar la droga. (Vaidyanathan, S, & Vasudevan, 2011)

Los déficits de cualquiera de estas enzimas pueden ser adquiridas o congénitos.
Debido a que la pseudocolinesterasa inactiva la succinilcolina, las personas con
un déficit congénito de pseudocolinesterasa presentan un aumento del efecto de
la succinilcolina y a su vez un efecto prolongado. La pardlisis muscular
prolongada y la apnea se producen después de la anestesia en estos pacientes.
Existen pacientes con una variante no funcionante de pseudocolinesterasa que
tendran niveles totales cuantitativos normales de pseudocolinesterasa, a pesar de
presentar efectos de paralisis prolongada de la succinilcolina, por lo que también
se realiza generalmente una segunda prueba que es la inhibicidon con dibucaina,
este anestésico local inhibe la funcién de la pseudocolinesterasa normal. El
numero de dibucaina es el porcentaje de actividad de pseudocolinesterasa que se
inhibe cuando se afiade bibucaina a la muestra sérica del paciente. Si se observa
un valor de pseudocolinesterasa normal y la cantidad de bibucaina es baja, sera
indicio de una variante no funcionante de pseudocolinesterasa por lo que el

paciente presentara riesgo de paralisis prolongada.
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Un déficit adquirido de colinesterasa verdadera o pseudocolinesterasa se debe
frecuentemente a la exposicion excesiva a pesticidas érganos fosforados, otras
posibles causas de una disminucién de colinesterasa son hepatopatias cronicas,
desnutricion y la hipoalbuminemia. (Deska Pagana & Pagana, 2008)

1.11.1.4 Interpretacion. Los pacientes que toman estrogenos o contraceptivos
disminuyen sus niveles. La acetilcolinesterasa es estable en el medio ambiente
hasta 80 dias, pero la pseudocolinesterasa se debe mantener en congelador

hasta el momento de procesarla. (Mejia, Gilberto; Ramelli, Mauricio, 2006)

» Pseudocolinesterasa aumentada: hiperlipemia, nefrosis, diabetes, obesidad.

» Pseudocolinesterasa disminuida: intoxicacion por insecticidas 6rgano
fosforados, enfermedades hepéticas, personas con déficit congénito de
pseudocolinesterasa, condiciones que disminuyen la albimina como
malnutricion.

> Acetilcolinesterasa aumentada: reticulocitosis, drepanocitos.

> Acetilcolinesterasa disminuidos: déficit congénito de colinesterasa, Intoxicacion
por 6rganos fosforados.

Al existir presencia de inhibidores de colinesterasa, la pseudocolinesterasa se
deprime y se recupera antes que la eritrocitaria, este descenso se mantiene
durante varios dias o hasta unas pocas semanas, en cambio la eritrocitaria
permanece reducida por mucho mas tiempo, incluso hasta 3 meses. (Carmona,
2006)

1.11.1.5 Valores de referencia. El valor de referencia para la acetilcolinesterasa
es de 4400 a 8200 U/L y para la pseudocolinesterasa es 3400 a 7810 U/L, segun
método cinético, basado en la reaccion de Ellman de la casa comercial de TECO
DIAGNOSTICS.

1.11.2 Transaminasas.

El higado es el 6rgano mas grande del cuerpo humano, importante por su
actividad metabdlica. Entre las funciones que desarrolla tenemos:
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almacenamiento de glucdgeno, conversion a cetonas, sintesis de acidos grasos,
sintesis de proteinas plasmaticas, formacién de lipoproteinas, colesterol y
fosfolipidos, sintesis de factores de coagulacién, formacion de la bilis,
detoxificacion de sustancias. (Gonzélez Jiménez, 2013)

Las transaminasas 0 aminotransferasas son enzimas que realizan reacciones de
transaminacion, es decir consiste en la transferencia de un grupo amino de un
aminoacido dador a un cetoacido aceptador, transformando el aminoacido dador

en un cetoacido y al cetoacido aceptador en un aminoécido.

En el higado se llevan a cabo varias reacciones de transaminacion, pero las
Unicas transaminasas de valor clinico son la aspartato aminotransferasa (AST) y
alanina aminotransferasa (ALT). Estas enzimas no son especificas del higado y
se encuentran también en muasculo, corazdn, pancreas y cerebro. La AST esta
constituida por dos isoenzimas, una citoplasmatica y otra mitocondrial, mientras

gue la ALT es exclusivamente citoplasmética. (Brandan & Cristina, 2008)

Las aminotransferasas utilizan el fosfato de piridoxal, una coenzima que procede
de la vitamina Bg. El fosfato de piridoxal funciona como un transportador
intermediario de grupos amino, situado sobre el sitio activo de las transaminasas.
Durante el ciclo catalitico experimenta transiciones reversibles entre su forma
aldehido; el fosfato de piridoxal, que puede aceptar grupos amino y su forma
aminada; el fosfato de piridoxamina, que puede ceder su grupo amino al a-
cetoglutarato. De esta forma el grupo prostético acta como un transportador
transitorio, reversible, de grupos amino desde un a-aminoacido hasta el a-
cetoglutarato. (Melo, 2006)

1.11.2.1 Alanina aminotransferasa. Es una enzima encargada de catalizar la
transferencia de grupos amino, formando el metabolito pruvato. Distribuida
ampliamente en el citoplasma de los hepatocitos, o que le otorga una mayor
especificidad que la AST, siendo su actividad aproximadamente 3.000 veces
mayor que en el suero. Al existir dafio 0 muerte hepatocelular, la liberacion de

ALT desde las células hepaticas incrementa sus niveles séricos. La ALT es
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considerada una enzima higado-especifica aunque también esta presente en el
rion y, en menores cantidades, en el miocardio y en el musculo esquelético.
(Tejos, Padilla, Pizarro, & Solis, 2013)

alanina aminotrasferasa

Alanina + a-cetoglutarato piruvato + gluatamato

1.11.2.2 Aspartato aminotransferasa. Esta enzima cataliza la reaccion reversible
de transaminacion entre aspartato y a-oxaglutarato generando glutamato y
oxalacetato. De esta manera, los aminoacidos aspartato y glutamato actian como
donadores de grupos aminos y a-oxaglutarato y oxalacetato como aceptores. El
cofactor PLP, actia como intermediario en esta reaccion. (Tejos, Padilla, Pizarro,
& Solis, 2013)
aspartato aminotransferasa
Aspartato + a-cetoglutaratc oxalacetato +

glutamato

1.11.2.3 Interpretacion. Niveles muy altos (mas de 1000 unidades) son vistos en
hepatitis agudas (virales y téxicas). La elevaciéon de ALT es mayor o mas
frecuente en los casos de enfermedad hepética comparada con AST. Pero la AST
puede ser mayor a la ALT en la enfermedad hepética alcohdlica. La intoxicacion
por paracetamol y tetracloruro de carbono producen una hipertransaminasemia
muy marcados. Insuficiencia hepatica aguda grave y sindrome de Reye, cursan

con ascenso muy intenso de las transaminasas en los primeros dias.

Elevacion moderada de aminotransferasas es vista en la hepatitis alcohdlica,
hepatitis autoinmune, enfermedad de Wilson y hepatitis cronica por virus de la
hepatitis B, virus de la hepatitis C. También en casos de colestasis acompafada
de fosfatasa alcalina aumentada mas del triple de su valor normal. En caso de
pancreatitis aguda se da un aumento moderado principalmente a expensas de la
AST.
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Elevacion menor (< 100U/l) se da en casos de higado graso y esteatohepatitis no
alcohdlica. En insuficiencia cardiaca congestiva, por la estasis hepatica. En la
hepatitis cronica y en la cirrosis hepatica, la ALT sérica pobremente correlaciona
con el grado de dafio hepatico.

Un valor normal no descarta necesariamente enfermedades hepaticas menores.
En personas normales puede darse el caso de niveles altos de ALT,
especialmente en personas obesas. (Vaidyanathan, S, & Vasudevan, 2011)

1.11.2.4 Valor de referencia. Se considera valor referencial de transaminasas
(ALT, AST) hasta 12 U/I. Se han hallado individuos normales con valores hasta 18
U/l, los niveles de transaminasas entre 12 y 18 U/l deben considerarse

sospechosos, segun método colorimétrico de la casa comercial de Wiener.

1.11.3 Fosfatasa alcalina. Es una enzima no especifica que se encarga de
hidrolizar compuestos alifaticos, aromaticos o heterociclicos. El pH 6ptimo para la
reaccion es entre 9-10, se activa con magnesio y manganeso. El zinc es un ién
constituyente de ALP. Es producida por los osteoblastos del hueso y asociada a
procesos de calcificacion. Se localiza en las membranas celulares y se asocia con
mecanismos de transporte en higado, riidn y mucosa intestinal. Cada uno de
estos sitios contiene una isoenzima diferente que puede ser separada por
electroforesis. El valor sérico normal de ALP es de 68-240 Ul/l. En nifios el valor

normal puede ser mayor debido a la alta actividad osteoblastica.

1.11.3.1 Isoenzimas de la fosfatasa alcalina.

1. ALP alfa-1: se sintetiza en las células epiteliales de los canaliculos biliares.
Aumenta en la ictericia obstructiva y le corresponde el 10% de la actividad total.

2. ALP alfa-2 termolabil: Se produce en las células hepéticas. Se estabiliza a
56°C, pero pierde su actividad cuando se mantiene a 65°C durante 30 minutos.
Constituye cerca del 25 % del total de ALP.
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3. ALP afa-2 termoestable: Es de origen placentario y se encuentra en sangre en
el embarazo normal. No se destruye a 65°C pero se inhibe con fenilalanina. Su

nivel normal es solamente el 1% del ALP total.

4. ALP pre beta: Se origina en el hueso, por lo que es un marcador de
enfermedad 6sea. Es termolabil destruyéndose a 56°C en 10 minutos. Esto
constituye como el 50% de la actividad normal de ALP.

5. ALP gamma: Se origina de las células intestinales y se incrementa en la colitis
ulcerativa. Se inhibe con fenilalanina. Cerca del 10% de ALP del plasma, es de

origen intestinal.

6. La fosfatasa alcalina de los leucocitos: disminuye significativamente en
leucemia mieloide crénica y aumenta en linfoma. (Vaidyanathan, S, & Vasudevan,
2011)

1.11.3.2 Interpretacién. Se encuentra disminuida en casos de hipofosfatasia
congénita, hipotiroidismo, escorbuto, intoxicacion por vitamina D, en casos de
desnutricion grave, déficit de Zinc y de magnesio, tratamiento sustitutivo con

estrogenos. (Prieto & Yuste, 2010)

Se puede establecer el origen del aumento de la fosfatasa alcalina mediante
separacion electroforética de sus izoenzimas (hepatica, ésea e intestinal). En la
practica suele ser suficiente determinar la enzima gammaglutamiltranspeptidasa
para confirmar su origen hepético. La elevacion de la ALP puede responder a

mecanismos fisioldgicos o patoldgicos.

a) Elevacion fisioldgica:

Embarazo sobre todo en el tercer trimestre debido al aumento de la enzima

placentaria.
Crecimiento: debido a un aumento de la fraccion 6sea, que traduce la actividad

osteoblastica del hueso en este periodo.
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b) Elevacion patoldgica:

De origen 6seo: Lesiones esqueléticas puede derivar de varias causas; entre ellas
el raquitismo que se puede presentar por deficiencia de calcio, ya sea por
anomalias de la vitamina D; por mala absorcion o por falta de fosforo. Las
neoplasias éseas y las metéstasis 6seas también van a producir un franco

aumento de las FAL esquelética. (Mericq, 2005)

De origen hepatico: Como consecuencia del proceso de colestasis. Los mayores
aumentos (mas de diez veces el valor normal) ocurre en los procesos causantes
de colestasis obstructiva, sea intrahepatica (cirrosis biliar primaria, colangitis
esclerosante, tumores primitivos 0 metastasis) o extrahepética (célculos, tumores
de la via biliar). Aumentos moderados (menos de cinco veces el valor normal) se
pueda dar en casos de hepatitis agudas, hepatitis cronica, cirrosis o en casos de

insuficiencia cardiaca derecha.

De origen intestinal: Raramente puede provocar aumentos significativos, puede
aumentarse en casos de mala absorcion grave, infarto intestinal agudo. (Prieto &
Yuste, 2010)

1.11.3.3 Valor de referencia. En personas adultas el valor de refencia es de 68-
240 Ul/l'y en nifios 100-400 Ul/l. Segun método colorimétrico de la casa comercial

Wiener.
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CAPITULO I

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Metodologia
El estudio realizado corresponde a una investigacion de tipo descriptivo, con corte

transversal, cuasi-experimental.

2.2 Variables

2.2.1 Identificacién de variables

VARIABLES TIPO N=W-Yei[o]\
Acetilcolinesterasa Continua Dependiente
AST Continua Dependiente
ALT Continua Dependiente
ALP Continua Dependiente
Caracteristicas personales:  Discreta Intervinientes
Sexo, edad, procedencia,

Caracteristicas de trabajo: Discreta Intervinientes

Afos de trabajo, uso de
proteccion personal, puesto
de trabajo

Se tomd6 como indicadores de las caracteristicas personales y condiciones de
trabajo, se utilizd los datos que se obtuvieron de las encuestas realizadas al
personal de la plantacion “DREAMROS”. (Anexo 2)

2.3 Poblacion y muestreo

2.3.1 Poblacion. La poblacion en estudio constituyé todo el personal de la
plantacién “DREAMROS”, ubicada en la parroquia Jadan. El grupo control estuvo

constituido por personas que habitan en la parroquia de Jadan.

La poblacién de estudio estuvo conformado por 44 personas de la plantacion y 20

personas para el control.
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2.3.2 Muestreo. El muestreo se realizd6 mediante la determinacion de AChE, AST,
ALT, ALP, al inicio de la jornada laboral 7h30, en muestras de sangre a todo el
personal de la plantacion “DREAMROS”, segun cronograma establecido. Este

monitoreo se lo realizdé en el mes de Julio del afio 2014.

2.4 Métodos, técnicas e instrumentos de recoleccidn de datos

2.4.1 Métodos. Consentimiento informado de los trabajadores de la plantacién
‘DREAMROS”, elaborado segun condiciones bioéticas en la investigacion (Bonilla,
2003). (Anexo 1)

Para la obtencién de la base de datos de los trabajadores de la plantacién
DREAMROS, se realizé una encuesta. (Anexo 2)

Instrumental / Laboratorio: para realizar los analisis sanguineos a los trabajadores
de la floricola se extrajeron muestras de sangre segun procedimientos
establecidos en la investigacion (Aznar, 2009) al inicio de la jornada laboral, para
ello se utliz6 tubos sin anticoagulante marca VACUETTE y tubos con
anticoagulante de EDTA también de marca VACUETTE, segun el cronograma
establecido con el gerente de la floricola, inmediatamente las muestras fueron
trasladadas al laboratorio de Andlisis Biolégico de la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad de Cuenca para el analisis correspondiente.

2.4.2 Técnicas. Para la obtencion de las caracteristicas personales y condiciones
de trabajo, la informacion fue obtenida en la encuesta realizada al trabajador
(Anexo 3), los resultados de los analisis de sangre de la poblacién de estudio se
obtuvieron mediante datos impresos (Anexo 4), al igual que los de la poblacién

control (Anexo 5).
2.4.2.1 Determinacion de colinesterasa segun técnica de “Teco diagnostics”.
Método cinético, basado en la reaccién de Ellman. (Anexo 6)
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2.4.2.2 Determinacion de aspartato aminotransferasa y alanina
aminotransferasa segun técnica de “Wiener Lab”. Método espectrofotométrico.
(Anexo 7)

2.4.2.3 Determinacion de fosfatasa alcalina segun “Wiener Lab”. Método

espectrofotométrico. (Anexo 8)

2.4.2.4 Técnicas de andlisis de datos. Los andlisis estadisticos se procedieron a
realizar con los datos obtenidos de la medicion de AChE, AST, ALT y ALP en la

plantacién floricola.

Para el andlisis estadistico, se utilizaron gréficos, tablas, pruebas ANOVA, T-
Student, Chi cuadrado, Tukey.

2.4.3 Instrumentos

a) Equipo de Laboratorio necesario para el andlisis (espectofotometro Stat Fax
3300), insumos, materiales de vidrio.

b) Registro de imagenes, registro de cédigos para trabajadores, registro de
lecturas y célculos, guias, registro de la informacion de las encuestas de las
caracteristicas personales y de trabajo de los pacientes en estudio. Toda la
informacion obtenida se archivé en digital para la tabulacion de datos y andlisis
estadisticos respectivos.

c) Cuestionarios para las encuestas.

d) Para el almacenamiento de la informacion cientifica y experimental, tabulacion
de datos, analisis estadisticos y para el desarrollo de la tesis se requiere de un
software Microsoft 2010, Excel 2010 y el paquete estadistico STATA 10.0
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CAPITULO 1l

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizaciéon de la poblacién
En la plantacion “Dreamros” ubicada en Jadan se trabajoé con 44 trabajadores y la

poblacién control estuvo formada por 20 personas.

3.1.1 Caracterizacién de la poblacién de estudio

Tabla 3. Edad de los trabajadores de la plantacion Dreamros

Intervalo de edad en afios %
18-25 43,2
26-35 45,5
36-45 9
46-55 2,3

La edad de los trabajadores de la floricola, estuvo comprendida 43,2% de 18 a 25
afos, 45,5% de 26 a 35 afios, 9% de 35 a 45 afios y un 2,3% de 45 a 55 afios.

Tabla 4. Porcentajes de caracterizacion del personal de la plantacion Dreamros

Género Tiempo de servicio

H M Urbano Rural Sub-urbano 0-1 1-2 2-3 3-4 >5
Afios  afios anos anos anos

386 614 23 88,6 91 31,8 20,5 22,7 18,2 6,8

La poblacion de estudio reflejo los siguientes datos; género: 38,6% hombres y
61,4% mujeres, con relacion a la procedencia: 2,3% urbano, 88,6% rural y 9,1%
sub-urbano, tiempo de servicio: 31,8% menos de un afio, 20,5% de 1 a 2 afios,
22,7% de 2 a 3 afios, 18,2% de 3 a 4 afios y 6,8% mas de 5 afios.
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Figura 3. Distribucion de los trabajadores segun su actividad laboral

W Poscosecha M Cosechador M Fumigador M Bodega M Mantenimiento

Los puestos de trabajo fueron 52% cosechador, 23% poscosecha, 11%
fumigador, 9% mantenimiento, 5% bodeguero.

Figura 4. Consumo de alcohol en trabajadores de la floricola

M Casi siempre M Nunca
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En relacion al consumo de alcohol el 34% de trabajadores nunca consume
alcohol y el 66% casi siempre, no existe % de siempre consume.

Tabla 5. Porcentaje del tipo de proteccion personal segun actividad laboral

Poscosecha Guantes, Delantal, Botas, Mascarilla 6 60%
n=10 Guantes, Delantal, Botas 2 20%
Botas 2 20%

Cosecha Guantes, Botas, Mascarilla 19 82,6%
n=23 Guantes, Delantal, Mascarilla 1 4,35%
Botas, Mascarilla 1 4,35%

Botas 1 4,35%

Guantes, Botas 1 4,35%

Bodega Guandes, Delantal, Botas, Mascarilla, Gafas 1 50%
n=2 Guantes, Botas, Mascarilla, Gafas 1 50%
Fumigacion Guantes, Botas, Mascarilla 1 20%
n=5 Guantes, Delantal, Botas, Mascarilla, Gafas 3 60%
Guantes, Delantal, Botas, Mascarilla 1 20%

Mantenimiento =~ Guantes, Botas 1 25%
n=4 Guantes, Botas, Mascarilla, Gafas 1 25%
Botas 2 50%

El analisis de las encuestas en cuanto a la utilizacién del equipo de proteccion
personal reflejo6 que los trabajadores no usan adecuadamente el equipo de
acuerdo a la actividad laboral que desempefian, como se refleja en la tabla. Es asi
como en los fumigadores solo el 60% usa el equipo completo de proteccion.

3.1.2 Caracterizacion de la poblaciéon control

Tabla 6. Edad del grupo control

Intervalo de edad en afos %

18-25 30
26-35 20
36-45 25
46-55 25
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La edad del grupo control estuvo comprendida, 30% de 18 a 25 afios, 20% de 26
a 35 afnos, 25% de 35 a 45 afios y 25% de 45 a afios.

Tabla 7. Género y procedencia del grupo control

Género Procedencia

H M Urbano Rural @ Sub-urbano
35 65 0 100 0

En el grupo control el género constituyd el 35% hombres y 65% mujeres. Todos
los voluntarios del grupo control residieron en sectores rurales, cercanos a la

parroquia Jadan.

3.2 Comparacion entre grupo de trabajadores y grupo control

Tabla 8. Comparacion de las caracteristicas de la poblacion de trabajadores y

control

Variables Trabajadores Control Valor de p

Sexo Hombre n=17 (38.6%) n=7 (35%) 0,781
Mujer n=27 (61.4%) n= 13 (65%)

Edad 27,9 +7,3 34,9 £10,8 0,003

Se realizé el Chi cuadrado para relacionar caracteristicas personales del grupo
control y del grupo de trabajadores, en cuanto al sexo se encontré una diferencia
estadistica no significativa (p = 0,781). También se realiz6 la prueba t-student en

la edad y se encontré una diferencia estadistica significativa (p = 0,003).

Tabla 9. Comparacién del andlisis enzimatico de la poblacion de trabajadores y

control
Variable Trabajadores Control Valor de p
ALP 2084 +529Ull  1745+398U/  0,0131
ALT 8,2+ 3,7 U/l 55+43Ull 0,0038
AST 51+22Ul 4,7+ 2,3 U/l 0,4732

Acetilcolinesterasa 5496,561 + 973,9 U/L | 5783,4 + 669,2 U/L 0,2375
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Se realizd la prueba T-STUDENT para muestras relacionadas y se encontrd
diferencia estadisticamente significativa al comparar la media del valor de ALP del
grupo de trabajadores con respecto al del grupo control (p = 0,0131), también se
encontrd diferencia estadisticamente significativa con la ALT (p < 0,0038). Al
contrario la AST (p = 0,4732) y la enzima acetilcolinesterasa (p = 0,2375) no se

encontré diferencia estadisticamente significativa.

Para la AST no existi6 diferencia significativa por ANOVA, por lo tanto no es
necesario hacer las pruebas de Tukey ni Scheffe. (Anexo 10)

En la ALT se observé una diferencia significativa (ANOVA p=0,039) entre las
diferentes actividades laborales, pero aplicando la prueba de Tukey no se pudo

identificar cuales eran los grupos que diferian. (Anexo 11)

Para la ALP también se observo una diferencia significativa segun la actividad
laboral (ANOVA p=0,004). Se aplicé la prueba de Tukey y se observo que los
trabajadores de poscosecha y cosecha difererian de los trabajadores de bodega.
(Anexo 12)

Para la enzima AChE, se observé una diferencia significativa entre los tipos de
actividad laboral (ANOVA p=0,004). Con en el fin de determinar que grupos
difieren de otros, se aplico la prueba de Tukey (Anexo 9), observandose que los
trabajadores de poscosecha, cosecha y de mantenimiento diferia
estadisticamente de los trabajadores de fumigacion, y la prueba de Scheffe
determind que este Ultimo grupo presentd una mayor inhibicibn de la enzima

AChE con respecto a los grupos restantes. (Anexo 9)

También se realizd una comparacion entre la enzima AChE y el tiempo de trabajo
sin embargo no se observa una diferencia estadistica sigificativa (ANOVA
p=0,755).
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CAPITULO IV

4. DISCUSIONES

Los plaguicidas organofosforados son sustancias quimicas utilizadas para
controlar las plagas que ocasionan dafios en la produccion agricola. La exposicion
continua y el uso indebido de todos estos productos que contienen compuestos
organofosforados puede derivar en patologias asociadas al sistema colinérgico.
(Céardenas, Silva, & Ortiz, 2010)

La OMS estima que el 85% del consumo de plaguicidas organofosforados a nivel
mundial corresponde al sector agropecuario, el Organismo Internacional del
trabajo (OIT) refiere que las intoxicaciones por plaguicidas organofosforados
ocasiona el 14% de enfermedades laborales a nivel del sector agricola (Garcia,
2005) este hecho puede ser debido a la deficiente informacion e impericia en

cuanto a la manipulacién y aplicacién de estos productos.

Estos compuestos producen intoxicacion debido a su capacidad de ser altamente
liposolubles y de su facil absorcién por via cutanea y respiratoria. Cuando estos
insecticidas ingresan al organismo por cualquiera de estas vias se unen a las
enzimas esterasas (acetilcolinesterasa y pseudocolinesterasa) impidiendo la
hidrolisis del neurotransmisor acetilcolina y deriva en su acumulacion en las
terminaciones nerviosas muscarinicas y nicotinicas, y a nivel de la placa motora

del sistema nervioso

En esta investigacion se valord en los trabajadores de la plantacion “Dreamros”
ubicada en Jadan, la exposiciéon de los IOF, a través de los biomarcadores AChE,
ALT, AST y ALP. Se realiz6 un monitoreo al inicio de la jornada laboral de los
trabajadores (7:30 am) en el mes de Julio del 2014, segun cronograma

establecido con el gerente de la floricola.
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En el Ecuador no existen valores de referencia establecidos para los trabajadores
agricolas expuestos a IOF en la parroquia Jadan, por lo que en este estudio se
determind un valor promedio de acetilcolinesterasa y de las enzimas hepéticas, en

una poblacién no expuesta a IOF.

La caracterizacion de la poblacién en estudio se observo que la edad estuvo
comprendida entre 18 a 55 afos, se obtuvo un mayor porcentaje en las edades de
26 a 35 afios, como se puedo notar la poblacion estudio es adulto joven segun
(Tabla 3) y poseen una funcién hepatica normal, puesto que los valores obtenidos
de las enzimas hepaticas se encuentran dentro de los valores de referencia
establecidos por la casa comercial Wiener. Segun los datos (Tabla 4) la poblacion
de la floricola se caracterizé por un personal mayoritario de género femenino, con
procedencia casi total del sector rural. La mayoria de trabajadores presenté una
antigledad menor a un afio en la plantacion. Segun (Figura 4) existié un alto
porcentaje de casi siempre de consumo de alcohol, constituyendo el 66% y el
nunca el 34%. Los puestos de trabajo (Figura 3) fueron identificados como

mantenimiento, bodega, fumigador, cosechador y poscosecha.

Todos los trabajadores disponen de equipo de proteccién, sin embargo como se
observa en (Tabla 5) su uso no es frecuente. Es asi como en el caso de los
fumigadores que son los que presentaron una mayor exposicion a IOF, se

observo que solo el 60% usa todo el equipo de proteccion.

La caracterizacion de la poblacion control se observé que la edad estuvo
comprendida entre 18 a 49 afios, las edades comprendidas entre 18 a 25 afos
obtuvo un mayor porcentaje (Tabla 6), considerandose una poblacion joven.
Segun los datos (Tabla 7) la poblacién control se caracterizé por ser mayoritario

de género femenino y de procedencia exclusiva del sector rural.

Como se observa en (Tabla 8) se compar6 la edad de poblacién de estudio y

control, mediante la prueba T-Student se observd que si existid una diferencia
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estadistica significativa (p=0,003) debido a que la poblacion de estudio fue mas
joven que la poblacion control. En cuanto al género no se observo alguna
diferencia significativa (p=0,781), debido a que ambas poblaciones fueron de

género mayoritario femenino.

Comparando los valores de las enzimas hepaticas de los trabajadores y del grupo
control, mediante la prueba de T-Student, solamente en la ALP (p=0,0131) y ALT
(p=0,0038) se evidencio diferencias estadisticamente significativas dentro de los
valores referenciales. Segun ANOVA la ALT (p=0,0391) y ALP (p=0,0041)
presentaron diferencias estadisticas significativas de acuerdo a la actividad laboral
gue desempefian. Sin embargo la prueba de Tukey para la ALT no identificd
cuales eran los grupos que diferian, en el caso de la ALP los trabajadores de
poscosecha y cosecha diferian de los trabajadores de bodega. Esto se debe a
gue los trabajadores segun su actividad laboral en el caso de bodega estuvo
comprendido por 2 trabajadores lo que no permite analizar de manera correcta
los valores estadisticos mediante la prueba de Tukey ya que no son grupos

homogéneos.

La poblacion de estudio tuvo un rango mayor referente a la edad de 45,5% en la
edad comprendida entre 25 a 35 afos, y a pesar de que presenté un consumo de
alcohol frecuente, la poblacion no presenté dafio hepatico ya que los valores
promedios de las enzimas hepaticas se encontraron dentro de los valores de
referencia (Anexos 7, 8, 9), corroborando lo analizado en las encuestas, con lo
gue se descarta una alteracion de los valores de la enzima AChE por problemas
hepaticos, debido a que cuando existe una enfermedad hepatica crénica como se
evidencia en los estudios cientificos de (Saracco, 2007) los niveles de la enzima

acetilcolinesterasa disminuyen.

Como se observa en (Tabla 9) mediante la prueba T-Student se comparé el valor
medio de la enzima acetilcolinesterasa de la poblacién control con el valor medio

de la poblacién de estudio, esta prueba determind que no existe una diferencia
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estadistica significativa (p=0,233) debido a que en esta comparacion se incluy6
tanto los trabajadores expuestos directamente e indirectamente a los IOF, sin
embargo mediante la prueba ANOVA se observd que si existe una diferencia
estadistica entre los tipos de actividad laboral (p=0,0042) y mediante el
analisis Tukey se determiné que los trabajadores de mantenimiento, cosecha,
poscosecha se diferenciaron de los trabajadores de fumigacion, siendo este ultimo
grupo el que tiene el valor mas bajo de la enzima acetilcolinesterasa, ratificando
los resultados obtenidos con la investigacion realizada por (Diaz & Morales, 2007)
en donde se encontrd6 una diferencia estadistica significativa (ANOVA p < 0,05)
en trabajadores agricolas expuestos a plaguicidas organofosforados, que
concluye el estudio que la exposicion a IOF afecta la actividad de la enzima

acetilcolinesterasa.

La fumigacion en la plantacion “DREAMROS” se lleva acabo de lunes a viernes
de 9 am a 10 am, lo que significa que el grupo de fumigadores estan expuestos
en mayor tiempo y concentracion con aerosoles de insecticidas organofosforados.
Como se evidencia en (Pérez, 2006) que la via respiratoria es la principal forma
de absorciéon de IOF junto con la via cutanea y debido a que las condiciones de
trabajo no son adecuadas para el tipo de labor realizada, la exposicion referida
es debida a la absorcidn por via respiratoria.

Comparando el tiempo de trabajo en la floricola con los niveles enzimaticos de
acetilcolinesterasa no se observé un diferencia estadistica significativa (ANOVA
p=0,755), ya que la mayoria de trabajadores tuvieron una antigiiedad menor a un

ano.
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CAPITULO V

5.1 CONCLUSIONES

Los insecticidas organofosforados son muy utilizados en la fumigacion de las
plantaciones floricolas para erradicar las plagas que ocasionan grandes pérdidas
econdmicas a los floricultores. Estos compuestos son absorbidos por el organismo
principalmente por via respiratoria y cutanea, consecuentemente se unen
irreversiblemente con la enzima acetilcolinesterasa produciendo disfuncion de la

transmision nerviosa. (Tejedor, 2011)

Una vez concluida la investigacion realizada en la plantacion floricola
‘DREMROS” ubicada en la parroquia Jadan a 44 trabajadores que formaron la
poblacion de estudio y 20 personas sanas que formaron la poblacién control

podemos concluir que:

La caracterizacion de la poblacién de estudio y poblacion control se observé que
en las dos poblaciones el género predominante fue el sexo femenino, por lo que al
compararlas no se encontr6 diferencia estadistica significativa (p=0,781), pero en
relacion a la edad si se observo una diferencia estadistica significativa (p=0,003),

debido a que la poblacion de estudio fue mas joven que la poblacion control.

Las enzimas hepéticas valoradas en la poblacion de estudio no reflej6 valores
superiores a los referenciales debido a que la funcion hepatica se encontrd
normal, esto se evidencio en que sus valores promedios: ALP 208,4 Ul/I, ALT 8,2
U/l, AST 5,1 U/l se encontraron dentro de los parametros de referencia, sin
embargo se la consider6 como una poblacion vulnerable a dafio hepatico ya que

existio un alto porcentaje de un consumo casi siempre de alcohol (66%).

Con relacion a la actividad de la enzima AChE presentd un valor medio
ligeramente por debajo del valor medio de la poblacion control , lo cual se reflejo
en el analisis estadistico ya que no se encontr6 diferencia estadistica significativa
(p=0,2375), sin embargo si se encontrd diferencia estadistica significativa de la

enzima AChE segun la actividad laboral realizada (p=0,0042), siendo los
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trabajadores de fumigacién la poblacibn mas susceptible a disminuir las
concentraciones séricas de la enzima acetilcolinesterasa, por la exposicion diaria
a mayores concentraciones de IOF liposolubles y deficientes condiciones de
trabajo, lo que reflejo que el 40% de fumigadores no usaron el equipo completo
de proteccion, lo que permiti6 que exista un mayor exposicion respiratoria y
contacto percutaneo a IOF.

La enzima AChE no presentd variaciones de inhibicibn con relacion a la
antigliedad, debido a que la poblacion de estudio presentd una renovacion del

personal menor a un afio.
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5.2 RECOMENDACIONES

Es necesario realizar controles séricos de la enzima acetilcolinesterasa en los
trabajadores que se encuentran expuestos a IOF, cuando los niveles séricos de
esta enzima esterasa se encuentran muy disminuidos aparecen los primeros
sintomas de intoxicacion lo cual puede afectar el desempefio laboral de los
trabajadores que manipulan estos compuestos, lo que se puede prevenir si se

realiza un control periddico de esta enzima.

Se recomienda realizar un control mas estricto del personal expuesto a IOF sobre
el uso del equipo de proteccion, se debe disponer de una mascarilla adecuada
para los trabajadores en el area de fumigacién, a fin de evitar una absorcién del
IOF por via respiratoria. Ademas se sugiere que el personal rote en las diferentes

areas de la plantacion para asi evitar una exposicion prolongada.

El control de exposicion a IOF se recomienda realizar al inicio y al final de la
jornada laboral para valorar el marcador de exposicibn que es la enzima
acetilcolinesterasa y también se puede determinar el porcentaje de inhibicion de

esta enzima.

El trabajo de investigacion realizado en esta floricola puede aplicarse a otras
floricolas y demas cultivos que exponen a sus trabajadores a insecticidas
organofosforados y carbamatos.
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ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Este Formulario de Consentimiento informado se dirige a hombres y mujeres que
laboran en la plantacion DREAMROS y que se les invita a participar en el
proyecto “DETERMINACION DE ACETILCOLINESTERASA, FOSFATASA
ALCALINA, ASPARTATO AMINOTRASFERASA Y ALALINA
AMINOTRANSFERASA EN TRABAJADORES DE LA PLANTACION
DREAMROS UBICADA EN LA PARROQUIA JADAN?”

Este estudio sera realizado por los sefiores egresados de la carrera de Bioquimica
y Farmacia de la Universidad de Cuenca; Edgar Mejia Jarama y Yessenia

Figueroa Chicaiza, bajo la supervision de la Dra. Ruth Rosas MSc.

Introduccion

Nosotros, Edgar Mejia Jarama y Yessenia Figueroa Chicaiza, egresados de la
carrera de Bioquimica y Farmacia. Estamos investigando sobre la toxicidad que
producen los insecticidas organofosforados, que es muy comun en trabajadores

expuestos a estos quimicos.

Los insecticidas organofosforados son un grupo de compuestos quimicos que
causan intoxicacion a las personas expuestas a estos compuestos, con la
determinacién de acetilcolinesterasa, fosfatasa alcalina, aspartato aminotrasferasa
y alanina aminotrasferasa podremos evaluar si usted presenta una posible

intoxicacion.

Tipo de intervencién
Esta investigacion incluird la extraccién de una muestra de sangre de su brazo o

mano, asi como una encuesta que sera llenada por usted.
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Participacion Voluntaria

Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria. Usted puede elegir
participar o no hacerlo. Usted puede cambiar de idea mas tarde y dejar de
participar incluso cuando haya aceptado antes, simplemente deberd notificar a

los estudiantes de su decision verbalmente.

Procedimiento

La sangre se extrae de una vena, por lo general en el brazo o del dorso de la
mano. El sitio se limpia con un alcohol antiséptico. Mediante el uso de un
torniquete en su brazo se introduce suavemente una aguja en la vena y se recoge
la sangre en un tubo adherido a la aguja. El torniquete se retira del brazo. Una vez
gue se ha recogido la muestra de sangre, se retira la aguja y se cubre el sitio de
puncion con un algoddn para detener cualquier sangrado.

Su muestra de sangre sera analizada en los laboratorios de la Universidad Estatal

de Cuenca.

Riesgos
Al participar en esta investigacion es posible que experimente una disminucién de

la presion arterial.

Beneficios

Si usted participa en esta investigacion, tendra el siguiente beneficio; cualquier
grado de intoxicacion durante este estudio, serd determinado y se tomara las
medidas preventivas para evitar futuras intoxicaciones, también puede que usted
no tenga beneficio, pero su participacion nos ayudara a encontrar una respuesta

a nuestra pregunta de investigacion.

Incentivos
Usted no tendrd gasto alguno relacionado a los procedimientos y materiales
necesarios para esta investigacion. También se le cubrirdn los gastos médicos

gue requiera en caso de sufrir algin dafio o lesion relacionada a la toma de
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muestra sanguinea. No se cubriran estudios ni medicamentos que no estén
relacionados con el estudio. No se le pagara por su participacion en este estudio.

El dia de la toma de muestra debera ir en ayunas.

Confidencialidad

Nosotros no compartiremos la identidad de aquellos que participen en la
investigacion. La informacion que recojamos por este proyecto de investigacion se
mantendra confidencial. La informacion acerca de usted que se recogera durante
la investigacion sera puesta fuera de alcance y nadie sino los investigadores
tendran acceso a verla. Cualquier informacién acerca de usted tendra un niumero

en vez de su nombre. Solo los investigadores sabran cual es su nimero.

Formulario de Consentimiento

He leido la informacion proporcionada o me ha sido leida. He tenido la
oportunidad de preguntar sobre ella y se me ha contestado satisfactoriamente las
preguntas que he realizado.

Consiento voluntariamente participar en esta investigacion como participante y
entiendo que tengo el derecho de retirarme de la investigacibn en cualquier

momento sin que me afecte en ninguna manera mi trabajo.

Nombre del Participante

Firma del Participante

Fecha

Dia/mes/aio

Fuente: Elaborado segun condiciones bioéticas en la investigacion (Bonilla, 2003)
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ANEXO 2. ENCUESTA

NOMDBIE: ...t s COdigo: .....ooeeevvrere,
1.-Edad ................ anos
2.-Género: Masculino - Femenino -
3.-Tiempo de trabajo 0-12 meses -
1-2 afos -
2-3 anos -
3-4 aios -

Mas de 4 anos

4.-Lugar de residencia Rural - Suburbano - Urbano -

5.- Actividad laboral Cosechador - Fumigador - Poscosecha -
Bodega -

6.- Usa proteccidon personal Si - No -

En caso de utilizar equipo de proteccion personal, con cual de los siguientes objetos labora:

Guantes - DeIantaI- Mascarilla -
Gafas - Botas -

7.- Consumo de alcohol

Siempre -
Casi siempre -
Nunca -

8.- Tiene o ha sufrido con alguna enfermedad relacionada con problemas hepaticos

Sl'- No -

Especifique su problema hepatico .o

YESSENIA FIGUEROA CHICAIZA
EDGAR MEJIA JARAMA 67



UNIVERSIDAD DE CUENCA

ANEXO 3. BASE DE DATOS DE CARACTERISTICAS PERSONALES Y CONDICIONES DE TRABAJO

1 F 25 0-12 Rural Poscosecha Guantes Nunca No
meses Delantal
Botas
Mascarilla
2 F 24 2-3 afios  Rural Poscosecha Guantes Nunca No
Delantal
Botas
Mascarilla
3 F 39 >4 afios  Rural Poscosecha Delantal Nunca No
Botas
Guantes
4 F 25 0-12 Rural Poscosecha Guantes Casi siempre  No
meses Delantal
Botas
Mascarilla
5 F 21 2-3 afios  Rural Poscosecha Botas Nunca No
6 M 28 2-3 afios | Rural Poscosecha Guantes Casi siempre  No
Delantal
Botas
Mascarilla
7 F 17 0-12 Rural Poscosecha Guantes Nunca No
meses Delantal

Botas
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CODIGO GENERO EDAD TIEMPO LUGAR ACTIVIDAD PROTECCION  CONSUMO  PROBLEMA

TRABAJO RESIDENCIA LABORAL PERSONAL ALCOHOL HEPATICO
8 F 27 >4 afios  Rural Cosechador Guates Casi siempre  No

Botas
Mascarilla
9 F 27 0-12 Rural Cosechador Guantes Casi siempre  No
meses Botas
Mascarilla
10 F 30 3-4 afios  Rural Cosechador Guantes Casi siempre  No
Delantal
Mascarilla
11 F 25 2-3aios Rural Cosechador Guantes Casi siempre | No
Botas
Mascarilla
12 F 32 1-2 afios  Rural Cosechador Guantes Casi siempre  No
Botas
Masc arilla
13 F 22 1-2 afios | Rural Cosechador Guantes Nunca No
Botas
Mascarilla
14 F 31 0-12 Rural Cosechador Guantes Nunca No
meses Botas
Mascarilla
15 F 32 2-3 afios | Rural Cosechador Guantes Casi siempre | No
Botas
Mascarilla
16 F 22 1-2 afios  Rural Cosechador Guantes Casi siempre  No
Botas
Mascarilla
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CODIGO GENERO

EDAD

TIEMPO

LUGAR

ACTIVIDAD

PROTECCION  CONSUMO

PROBLEMA

17 F
18 F
19 F
20 F
21 F
22 F
23 F
24 M

19

23

25

33

36

30

31

18

TRABAJO

0-12

meses

3-4 afios

3-4 afios

2-3 afos

3-4 afios

1-2 afos

2-3 afos

0-12
meses

CODIGO GENERO EDAD TIEMPO
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RESIDENCIA

Rural

Rural

Rural

Rural

Rural

Rural

Suburbano

Rural

LUGAR

LABORAL
Cosechador

Cosechador

Cosechador

Cosechador

Cosechador

Cosechador

Cosechador

Bodega

ACTIVIDAD

PERSONAL
Guantes

ALCOHOL

Nunca
Botas
Mascarilla
Guantes Nunca
Botas
Mascarilla
Guantes Nunca
Botas
Mascarilla
Guantes Casi siempre
Botas
Mascarilla
Guantes Casi siempre
Botas
Mascarilla
Guantes Nunca
Botas
Mascarilla
Botas Nunca
Mascarilla

Guantes
Botas
Delantal

Casi siempre

Botas
Mascarilla

PROTECCION CONSUMO

HEPATICO
No

No

No

No

No

No

No

No

PROBLEMA
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25

26

27

28

29

30

31
32

43

55

31

25

18

31

26
33

TRABAJO
2-3 anos

1-2 anos

0-12
meses

3-4 afios

0-12
meses

1-2 anos

1-2 anos
> 4 afos
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RESIDENCIA
Rural

Suburbano

Rural

Rural

Rural

Rural

Rural
Urbano

LABORAL
Fumigador

Fumigador

Fumigador

Fumigador

Mantenimiento

Mantenimiento

Mantenimiento
Poscosecha

PERSONAL
Guantes
Botas
Mascarilla
Guantes
Gafas
Delantal
Botas
Mascarilla
Guantes
Delantal
Botas
Mascarilla
Gafas
Guantes
Delantal
Botas
Mascarilla
Gafas
Guantes
Botas
Guantes
Gafas
Botas
Mascarilla
Botas
Botas

ALCOHOL
Casi siempre

Casi siempre

Casi siempre

Casi siempre

Casi siempre

Casi siempre

Casi siempre
Nunca

HEPATICO
No

No

No

No

No

No

No
No
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CODIGO GENERO EDAD TIEMPO LUGAR ACTIVIDAD
TRABAJO RESIDENCIA LABORAL

33 F 27 2-3 afios  Suburbano | Poscosecha

34 F 23 0-12 Rural Cosechador
meses

35 M 40 1-2 afios | Rural Cosechador

36 M 26 0-12 Rural Cosechador
meses

37 M 24 3-4 afios  Rural Bodega

38 F 19 0-12 Rural Cosechador
meses

39 M 19 0-12 Rural Cosechador
meses

40 M 23 1-2 afios  Rural Fumigador

41 M 29 3-4 afios = Suburbano = Mantenimiento

YESSENIA FIGUEROA CHICAIZA
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PROTECCION

PERSONAL
Guantes

Delantal
Botas
Mascarilla
Guantes
Botas
Mascarilla
Botas
Guantes
Botas
Guantes
Gafas
Botas
Mascarilla
Guantes
Botas
Mascarilla
Guantes
Botas
Mascarilla
Guantes
Delantal
Botas
Mascarilla
Botas

CONSUMO
ALCOHOL
Casi siempre

Nunca

Casi siempre

Casi siempre

Casi siempre

Casi siempre

Casi siempre

Casi siempre

Casi siempre

PROBLEMA
HEPATICO
No

No

No

No

No

No

No

No

No
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CODIGO GENERO EDAD  TIEMPO LUGAR ACTIVIDAD PROTECCION  CONSUMO  PROBLEMA USO DE

TRABAJO RESIDENCIA LABORAL PERSONAL ALCOHOL HEPATICO ANTICONCEPTIVOS
42 F 27 2-3 aflos  Rural Poscosecha Guantes Nunca No No
Delantal

Botas
Mascarilla
43 F 34 3-4 afios  Rural Cosechador Guantes Casi siempre  No No
Botas
Mascarilla
44 M 32 2-3 afios | Rural Cosechador Guantes Casi siempre | No
Botas
Mascarilla

Fuente: Base de datos
Autores: Yessenia Figueroa Chicaiza, Edgar Mejia Jarama
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ANEXO 4. RESULTADOS OBTENIDOS DE LOS TRABAJADORES DE LA FLORICOLA

1 5 4 193,45 9948 4689 45 4805,87
2 5 6 210,27 10278 4600 48 4718,29
3 7 6 163,54 10082 5867 42 5967,36
4 6 6 181,30 8502 4664 44 4751,23
5 6 7 199,06 9544 4794 48 4892,96
6 7 10 175,69 11518 5526 52 5641,23
7 6 8 240,18 8674 4509 47 4597,62
8 5 8 203,73 8882 5078 45 5162,53
9 6 11 231,77 9214 5506 46 5586,61
10 12 18 258,87 10190 6677 43 6758,7
11 4 5 209,34 8850 3342 46 3461,74
12 5 11 159,81 9574 4753 48 4853,44
13 5 7 158,87 8676 5166 a7 5240,68
14 4 9 159,81 8094 4398 38 4495,26
15 4 11 170,09 10920 6033 45 6141,6
16 7 14 171 9770 5357 43 5459,63
17 2 11 1514 10992 5461 45 5583,91
18 4 10 135,51 9454 4004 47 4119,96
19 6 8 234,57 12786 5590 51 5731,1
20 6 8 147,66 10832 4849 47 4976,3
21 7 7 241,11 9590 5485 40 5587,63
22 5 8 195,32 9456 5716 39 5811,9
23 4 7 172,89 10688 4309 50 4436,58
24 5 6 287,84 7602 5220 52 5265,81
25 5 7 166,35 9764 5421 53 5502,94
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26 2 5
27 4 7
28 12 18
29 4 6
30 2 4
31 5 7
32 2 6
33 2 6
34 2 2
35 5 2
36 4 8
37 5 10
38 7 5
39 7 18
40 12 12
41 6 11
42 6 10
43 2 4
44 7 8

Fuente: Base de datos

Autores: Yessenia Figueroa Chicaiza, Edgar Mejia Jarama

214,01
179,43
285,04
314,95
187,84
266,35
174,76
207,47
286,91
227,10
153,26
299,06
137,38
178,43
285,97
184,11
344,85
153,84
270,76
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9566
9872
1898
11230
11066
10874
11466
6390
9904
10924
10886
8964
8186
9414
8818
19258
10132
3440
8932

5101
5790
3686
6580
7162
6165
5958
5584
5840
6495
7598
6059
7007
5035
3921
7186
5526
4230
5797

51
51
52
52
49
50
49
45
45
53
52
49
45
51
50
51
53
46
46

5188,55
5870,04
3551,62
6669,42
7241,67
6529,18
6070,41
5601,91
5930,31
6578,57
7661,23
6118,29

7033,2
5120,86
4018,94
7422,71
5612,91
4212,83
5865,15
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ANEXO 5. RESULTADOS DE LA POBLACION CONTROL

1 F 26 4 10 156,78 8193.07 5748 49 5797,9
2 F 37 4 2 1395 9207.92 6880 46 6930,61
3 F 33 2 2 190,12 8133.66 6449 46 6485,62
4 M 24 5 6 214,95 9227 5179,5 50 5260,45
5 F 46 7 4 235,51 9619 5253.5 47 5346,38
6 M 42 9 7 112,14 10790 5289 50 5399,02
7 F 41 6 4 193,45 8767 4188,5 43 4494,98
8 M 25 5 3 161,68 11342 5462 49 5582
9 F 18 5 5 201,86 8165 4658 47 4732,62
10 M 20 7 5 215,87 9245 5812 51 5879,31
11 F 41 1 5 146,72 8529 6025 43 6083,23
12 F 45 2 3 128,03 8634 4790,5 48 4870,57
13 M 46 5 9 237,38 12270 6667,5 52 6775,24
14 M 21 2 7 140,18 11430 5643 49 5761,1
15 F 49 2 5 178,5 9894 5085 41 5202,29
16 F 33 2 5 145,79 8652 6046 43 6106,6
17 F a7 6 8 197,19 8666 6237 48 6287,6
18 M 22 9 10 228,96 10000 5896 47 5983,32
19 F 49 6 5 137,38 10390 6266 44 6359,73
20 F 33 4 5 1271 10014 6245 45 6328,76

Fuente: Base de datos
Autores: Yessenia Figueroa Chicaiza, Edgar Mejia Jarama
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ANEXO 6. DETERMINACION DE COLINESTERASA

FUNDAMENTO: La medicion de la colinesterasa se ha utilizado para evaluar la funcién
hepatica y vigilar la exposicion excesiva a los insecticidas organofosforados. También
es usada para el pronostico de la susceptibilidad a la apnea prolongada después de la
administracion de succinilcolina. Existen varios métodos para medir la actividad de la
colinesterasa incluyendo manomeétrico, titulacion y procedimientos fotométricos. El
procedimiento colorimétrico basado en la reaccion de Ellman es sensible, simple y es la

base de esta técnica para la determinacion de colinesterasa.

Las reacciones implicadas en esta técnica para la determinacién de la colinesterasa

son los siguientes:

colinestera
Propioniltiocolina + H20 Acido Propidnico + Tiocolina

Tiocolina + DTNB 5-tio-2-nitrobenzoato

La colinesterasa hidroliza la propioniltiocolina (PTC) para formar tiocolina, a su vez la
tiocolina reacciona con 5,5-ditiobis-2-acido nitrobenzoico (DTNB) formando el 5-tio-2-
nitrobenzoato con un maximo de absorcion a 405 nm. La tasa de cambio de

absorbancia a 405 nm es directamente proporcional a la actividad de colinesterasa.

PROCEDIMIENTO

Una vez reconstituido el reactivo con agua destilada, pipetear 1 ml de reactivo en los
tubos y dejar que se equilibre a 37 °C. Llevar a cero el espectrofotdmetro con agua
destilada a 405 nm. Afadir 10 ul de muestra (plasma o hemolizado) y mezclar
correctamente. Después de 15 segundos, se mide la absorbancia (Al). Después de 30

segundos medir otra absorbancia (A2).

Calculos:
AA/min = (A2-Al) x 2 (2)
Actividad de la colinesterasa (U/L) = AA/min x 7426 (2)
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Para la preparacion del hemolizado se usa 0,1 ml de sangre con 1,9 ml de agua
destilada, mezclar hasta que la hemolisis sea completa. Como la preparaciéon del
hemolizado implica 20 veces la dilucion de la muestra, por lo tanto, la actividad de la
colinesterasa en el hemolizado se calcula multiplicando por 20 a la férmula (2) para

compensar la dilucion.
La determinacion del valor de hematocrito se lo hace mediante centrifugacion.

La actividad de la colinesterasa eritrocitaria es calculada a partir de los resultados
obtenidos de la actividad de la colinesterasa plasmatica (PChE), de la colinesterasa del
hemolizado (HChe) y del hematocrito (HCT).

HChE—(PChE x (1—Hct)) (3)

Actividad de colinesterasa eritrocitaria = ——
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ANEXO 7. DETERMINACION DE ASPARTATO AMINOTRANSFERASA Y ALANINA
AMINOTRANSFERASA

FUNDAMENTO:
La AST cataliza la siguiente reaccion:
AST
l-aspartato + a-cetoglutarato glutamato + oxalacetato
La ALT cataliza la siguiente reaccion:

. ALT .
[-alanina + a-cetoglutarato glutamato + piruvato

El oxalacetato es inestable y se transforma en piruvato. El piruvato formado reacciona

con la 2,4-di

nitrofenilhidracina (2,4-DNFH) produciéndose, en medio alcalino, un compuesto

coloreado que se mide a 505 nm.

PROCEDIMIENTO:

AST ALT BLANCO
SUSTRATO 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
100 ul agua
SUERO 100 ul 100 ul destilada

30 min. a Bafo Maria a 37 °C

REACTIVO 2,4-Dinitrofenilhi-
dracina (2,4-DNFH) 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml

10 min. a Bafio Maria a 37 °C

NaOH 5ml 5ml 5 ml

Homogenizar por inversion

Leer a 546 nm. Frente a blanco de Agua destilada

El sustrato en el caso de AST se trata de una solucion con 100 mM de l-aspartato y 2
mM de a-cetoglutarato en buffer fosfatos 100 mM, pH 7,4. El sustrato de ALT se trata
de una solucién con 200 mM de l-alanina 'y 2 mM de a-cetoglutarato en buffer fosfatos
100 mM, pH 7,4.
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CALCULOS:

Restar la lectura obtenida de la muestra del paciente menos la lectura del blanco, el

valor obtenido interpolar en la curva de calibracion correspondiente a cada enzima.

CURVA DE CALIBRACION DE ALT:

ALT
(u/mn 505 nm
0
0.079
18 0.133
25 0.2
37 0.27
46 0.326
56 0.393
79 0.508
113 0.609

Curva de calibracion ALT

0,7

0,609

0 20 40 60 80 100 120
u/I
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CURVA DE CALIBRACION DE AST

AST
(u/1 505 nm
0
0.063
12 0.132
20 0.197
28 0.262
37 0.325
48 0.385
81 0.494

Curva de calibracion AST

0,6
0,494

90

u/I
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ANEXO 8. DETERMINACION DE FOSFATASA ALCALINA
WIENER LAB.
FUNDAMENTO:

La ALP desdobla al fenilfosfato de sodio en medio alcalino tamponando con aminometil
propanol (AMP). El fenol liberado se determina por reaccidon con 4-amino-antipirina y
ferricianuro como agente oxidante. El color desarrollado es directamente proporcional a
la actividad enzimatica y se mide a 520 nm.

PROCEDIMIENTO:

FOSFATASA ALCALINA

B (Blanco) S (Standard) D (Desconocido)
SUSTRATO 0,5 ml 0,5ml 0,5ml
SUERO 50 ul
STANDARD --- 50 ul ---

Incubar 10 min a Bafio Maria a 37 °C

REACTIVO DE COLOR 2,5ml

Mezclar de inmediato cada tubo.

Leer en el espectofotémetro a 520 nm frente a blanco de agua destilada y luego
multiplicar por el Factor

El sustrato de la fosfatasa alcalina se trata de una mezcla de 4-aminoantipirina en
solucion de aminometil propanolol 3 mol/l con fenilfosfato de sodio 1,4 mmoles. El

reactivo de color contiene ferricianuro de potasio 10 mmol/I.

CALCULOS:
Fosfatasa alcalina (Ul/l) = factor x (D-B) 4)
Donde: factor = (200 UI/) / (S-B) (5)
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ANEXO 9. PRUEBAS ESTADISTICAS PARA ACETILCOLINESTERASA SEGUN
ACTIVIDAD LABORAL

ANOVA p=0,004

Prueba de Tukey:
Grupo vs Grupo Media de los grupos Diferencia de HSD-test
EGIED
1vs2 5265.9791 5469.9878 204.0088 0.5789
lvs3 5265.9791 4826.4180 439.5611 1.2474
lvsd 5265.9791 5692.0500 426.0710 1.2091
lvs5 5265.9791 6965.7450 1699.7659 4.8235*
1vs6 5265.9791 5783.3665 517.3875 1.4682
2vs3 5469.9878 4626.4180 643.5698 1.8263
2vs 4 5469.9878 5692.0500 222.0622 0.6302
2vs5 5469.9878 6965.7450 1495.7572 4.2446*
2vs 6 5469.9678 5783.3665 313.3787 0.8893
3vsd 4826.4180 5692.0500 065.6321 2.4564
3vs5 4826.4180 6965.7450 2139.3270 6.0708*
3vs6 4826.4180 5783.3665 956.9485 2.7156
4vs5 5692.0500 6965.7450 1273.6949 3.6144
4vs 6 5692.0500 5783.3665 91.3165 0.2591
5vs 6 5965.7450 5783.3665 1102.3785 3.3553

* Diferencia estadistica significativa
1 = Poscosecha, 2 = Cosechador, 3 = Mantenimiento, 4 = Bodega, 5 = Fumigador, 6 = Control
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Prueba Scheffe:
Poscosecha Cosechador Mantenimiento Bodega Fumigador
Cosechador 204,009
0,994
Mantenimiento -439,561 -643,57
0,962 0,759
Bodega 426,071 222,062 865,632
0,993 1,000 0,894
Fumigador 1699.77 1495,76 2139,33 1273,69
0,038 0,053 0,015 0,652
Control 517,387 313,379 956,949 91,3165 -1182,38
0,739 0,897 0,358 1,000 0,227
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ANEXO 10. PRUEBAS ESTADISTICAS PARA ASPARTATO AMINOTRANSFERASA
SEGUN ACTIVIDAD LABORAL

ANOVA p=0,9513

Prueba de Tukey:
Grupo vs Grupo Media de los grupos Diferencia de HSD-test
medias

1vs2 5,2000 5,2174 0,0174 0,0171
lvs3 5,2000 5,0000 0,2000 0,1966
lvsd 5,2000 5,0000 0,2000 0,1966
lvs5 5,2000 4,2500 0,9500 0,9341
1vs6 5,2000 4,6500 0,5500 0,5408
2vs3 5,2174 5,0000 0,2174 0,2137
2vs 4 5,2174 5,0000 0,2174 0,2137
2vs5 5,2174 4,2500 0,9674 0,9512
2vs 6 5,2174 4,6500 0,5674 0,5579
3vsd 5,0000 5,0000 0,0000 0,0000
3vs5 5,0000 4,2500 0,7500 0,7374
3vs6 5,0000 4,6500 0,3500 0,3441
4vs5 5,0000 4,2500 0,7500 0,7374
4vs 6 5,0000 4,6500 0,3500 0,3441
5vs 6 4,2500 4,6500 0,4000 0,3933

1 = Poscosecha, 2 = Cosechador, 3 = Mantenimiento, 4 = Bodega, 5 = Fumigador, 6 = Control

Prueba Scheffe:

Poscosecha Cosechador Mantenimiento Bodega Fumigador
Cosechador 0,017391
1.000
Mantenimiento -0,2 -0,217391
1,000 1,000
Bodega -0,2 -0,217391 0
1,000 1,000 1,000
Fumigador -0,95 -0,967391 -0,75 -0,75
0,993 0,988 0,999 1,000
Control -0,55 -0,567391 -0,35 -0,35 0,4
0,996 0,986 1,000 1,000 1,000
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ANEXO 11. PRUEBAS ESTADISTICAS PARA ALANINA AMINOTRANSFERASA
SEGUN ACTIVIDAD LABORAL

ANOVA p=0,0391

Prueba de Tukey:
Grupo vs Grupo Media de los grupos Diferencia de HSD-test
medias

1vs2 6,9000 8,6957 1,7957 1,2197
lvs3 6,9000 9,8000 2,9000 1,9699
lvsd 6,9000 8,0000 1,1000 0,7472
lvs5 6,9000 7,0000 0,1000 0,0679
1vs6 6,9000 5,5000 1,4000 0,9510
2vs3 8,6957 9,8000 1,1043 0,7502
2vs 4 8,6957 8,0000 0,6957 0,4725
2vs5 8,6957 7,0000 1,6957 1,1518
2vs 6 8,6957 5,5000 3,1957 2,1707
3vsd 9,8000 8,0000 1,8000 1,2227
3vs5 9,8000 7,0000 2,8000 1,9020
3vs6 9,8000 5,5000 4,3000 2,9209
4vs5 8,0000 7,0000 1.0000 0,6793
4vs 6 8,0000 5,5000 2,5000 1,6982
5vs 6 7,0000 5,5000 1,5000 1,0189

1 = Poscosecha, 2 = Cosechador, 3 = Mantenimiento, 4 = Bodega, 5 = Fumigador, 6 = Control

Prueba Scheffe:

Poscosecha Cosechador Mantenimiento Bodega Fumigador
Cosechador 1,79565
0,850
Mantenimiento 2,9 1,10435
0,780 0,994
Bodega 1,1 -0,695652 -1,8
0,999 1,000 0,995
Fumigador 0,1 -1,69565 -2,8 -1
1,000 0,972 0,907 1.000
Control -1,4 -3,19565 -4,3 -2,5 -1,5
0,984 0,105 0,276 0,961 0,984
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ANEXO 12. PRUEBAS ESTADISTICAS PARA FOSFATASA ALCALINA SEGUN
ACTIVIDAD LABORAL

ANOVA p=0,9513

Prueba de tukey:
Grupo vs Grupo Media de los grupos Diferencia de HSD-test
WEGIES
1vs2 209,0570 191,7143 17,3427 0,8570
lvs3 209,0570 226,1600 17,1030 0,8452
lvs4 209,0570 293,4500 84,3930 4,1704*
lvs5 209,0570 238,3125 29,2555 1,4457
1vs6 209,0570 174,4545 34,6025 1,7099
2vs3 191,7143 226,1600 34,4457 1,7022
2vs4 191,7143 293,4500 101,7356 5,0274*
2vs5 191,7143 238,3125 46,5982 2,3027
2vs 6 191,7143 174,4545 17,2598 0,8529
3vsd 226,1600 293,4500 67,2900 3,3253
3vs5 226,1600 238,3125 12,1525 0,6005
3vs6 226,1600 174,4545 51,1375 2,5551
4vs5 293,4500 238,3125 55,1375 2,7247
4vs 6 293,4500 174,4545 118,9955 5,8804*
5vs 6 238,3125 174,4545 63,8580 3,1557

* Diferencia estadistica significativa
1 = Poscosecha, 2 = Cosechador, 3 = Mantenimiento, 4 = Bodega, 5 = Fumigador, 6 = Control

Prueba de scheffe:

Poscosecha Cosechador Mantenimiento Bodega Fumigador
Cosechador -17,3427
0,963
Mantenimiento 17,103 34,4457
0,993 0,809
Bodega 84,393 101,736 67,29
0,368 0,133 0,698
Fumigador 29,2555 46,5982 12,1525 -55,1375
0,949 0,634 1,000 0,862
Control -34,6025 -17,2598 -51,7055 -118,995 -63,858
0,594 0,913 0,429 0,048 0,291
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