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RESUMEN

En este trabajo investigativo, se podra encontrar de manera sencilla algunas
tematicas que conciernen a la intoxicacion por insecticidas. Para esto se empezara
por explicar la fisiologia normal del impulso nervioso, las reacciones bioquimicas
que aqui se producen y también las distintas sustancias que intervienen en estas
reacciones. Despueés se analiza mas a fondo dos de esas sustancias que resultan de
gran importancia en este estudio como son Acetilcolina y Acetilcolinesterasa, se
explica que son, en donde y como actian y su catabolismo. Posteriormente se
llega a los compuestos organofosforados, que son uno de los pilares de la presente
tesina, su accion, efectos, tratamiento, etc. A continuacién se explica la forma de
determinar los niveles de colinesterasa eritrocitaria y su relacion con la exposicion
a compuestos organofosforados. Finalmente se hace un andlisis con los datos
obtenidos en el estudio realizado a los trabajadores de la Finca Floricola Flor de
Azama y en base a este estudio comparativo se presentan las respectivas
conclusiones y recomendaciones.



SUMMARY

In this investigative work, he will be able to be in a simple way some thematic
ones that concern to the intoxication for insecticides. For this you will begin
explaining the normal physiology of the nervous impulse, the biochemical
reactions that here take place and also the different substances that intervene in
these reactions. Then it is analyzed but thoroughly two of those substances that
are of great importance in this study like they are Acetylcholine and
Acetilcolinesterasa, it is explained that they are where and like they act and their
catabolism. Later on you arrives to the compound organofosforados that are one
of the pillars of the present tesina, their action, goods, treatment, etc. Next the
form is explained of determining the levels of colinesterasa eritrocitaria and its
relationship with the exhibition to compound organofosforados. Finally an
analysis is made with the data obtained in the realized study to the workers of the
Property Floricola Flower of Azama and based on this comparative study the
respective summations and recommendations are presented.
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INTRODUCCION

La colinesterasa es una enzima que actta inhibiendo el impulso nervioso hacia el
musculo esquelético, por lisis de acetilcolina, por lo que es importante que se
encuentre en niveles adecuados para suprimir el efecto, caso contrario este Gltimo

seria prolongado.

La acetilcolina es un neurotransmisor que se forma en las terminaciones de la
fibra nerviosa y lleva el impulso nervioso a la fibra muscular en donde actla
haciendo que este se contraiga, una vez producido su efecto, la enzima
acetilcolinesterasa se acopla a la acetilcolina y la hidroliza en acido acético y

colina, terminando asi la accion de contraccion en la fibra muscular.

Cuando existe intoxicacion por compuestos organofosforados o carbamatos, los
niveles de colinesterasa disminuyen debido a que dicha enzima esta acoplada con
este tipo de compuestos, por lo tanto no puede interrumpir el impulso nervioso de
manera gue la accion del neurotransmisor acetilcolina no cesa y el mdsculo queda

contraido.

Actualmente la floricultura esta en auge en nuestro medio, pero desgraciadamente
los trabajadores de las floricolas, la mayoria de bajo nivel socio-cultural, no
utilizan las debidas medidas de proteccion ya sea por falta de conocimiento,
descuido o porque las empresas no proveen de equipamiento necesario a sus
trabajadores, exponiéndose asi a la contaminacidbn por pesticidas
organofosforados, por lo cual muchas veces llegan a una intoxicacion la mayoria

de veces cronica.

Cuando existe intoxicacién por estos pesticidas, los pacientes pueden presentar
algunos sintomas y signos que pueden ir desde cefaleas, dificultad respiratoria,
calambres, nausea, diarrea, bradicardia, ansiedad, intranquilidad, insomnio,

debilidad general, e incluso coma con ausencia de reflejos.



Es importante que la empresas floricolas realicen controles periodicos a sus
empleados para saber los niveles de colinesterasa, y mas aln si presenta alguno de
los sintomas expuestos, ya que es la forma mas sencilla de saber si existe 0 no
contaminacién por organofosforados, para lo cual se sigue un procedimiento de
extraccion de sangre para su posterior analisis en el laboratorio. Este anélisis se lo
puede hacer por varios métodos, para este estudio emplearemos el de Ellman, que
es un proceso facil, rapido y con costos relativamente bajos.

Se puede evitar muchas de estas intoxicaciones tan solo con seguir normas basicas
de proteccién, ademas de recibir charlas de capacitacion en las que los
trabajadores tomen conciencia del dafio que se puede ocasionar si no se protegen

de manera adecuada.



CAPITULO |

1. PROBLEMATIZACION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El incremento de empresas floricolas en la zona, conlleva una serie de efectos en
la poblacién de la misma, la mayoria de ellos beneficiosos como por ejemplo se
han creado nuevas fuentes de trabajo, la economia y por lo tanto el comercio ha
mejorado notablemente, ademéas de que el pais encuentra un sitio de
reconocimiento a nivel internacional por las exportaciones de flores.

Pero también encontramos algunos aspectos perjudiciales y el principal de ellos es
la exposicion a compuestos organofosforados.

Algunos trabajadores de la Finca Floricola Flor de Azama sobre todo en el &rea
de fumigacion son personas con un bajo nivel cultural, por lo que desconocen las
consecuencias de exponerse sin proteccion a los compuestos organofosforados, o
incluso algunos que conociendo los riesgos adoptan un que me importismo
pensando en que “no va a sufrir eso efectos”.

Se debe sumar también el caso de que algunas empresas por “reducir costos”, no
proporcionan a sus trabajadores el equipo de proteccién necesario como son
overoles, guantes, mascarillas, gafas, etc. Y si bien es cierto que las leyes en
nuestro pais estd mejorando en cuanto a la defensa de los trabajadores, todavia
guedan algunos vacios de los cuales compariias se aprovechan para no tratar a sus
empleados como seria lo correcto.

También hay que tomar en cuenta que hay personas que pueden estar expuestas de
manera accidental por circunstancias que no son inherentes a la propia actividad y
como consecuencia de tratamientos incorrectos realizados por terceras personas
Una de las desventajas de la contaminacion por estos compuestos es que son de
accion residual, es decir luego de la intoxicacién aguda en que los principales
sintomas son la opresion toracica, nausea, vomito diarrea, bradicardia, etc., la

eliminacion de estos compuestos es lenta y el paciente presentara temblores,



cefaleas, aturdimiento, ansiedad, intranquilidad, insomnio etc., hasta algin tiempo
después de la fase aguda, mientras se elimina el téxico.

Entonces es de gran utilidad, cuantificar la colinesterasa para de esta manera saber
el grado de intoxicacion y por ende saber las medidas a tomar para ayudar a estos

pacientes.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA
¢Qué importancia tiene determinar los niveles de colinesterasa eritrocitaria en
trabajadores de la Finca Floricola “Flor de Azama” expuestos a pesticidas

organofosforados durante el periodo marzo — mayo de 2011?

1.3  OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de colinesterasa eritrocitaria en los trabajadores de
la Finca Floricola Flor de Azama para saber si han sido contaminados por
la exposicion a insecticidas organofosforados durante el periodo marzo -
mayo de 2011

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Conocer la accion del neurotransmisor acetilcolina y la enzima
colinesterasa en la transmision del impulso nervioso hacia el
masculo

e Establecer la relacion que existe entre los niveles de colinesterasa
eritrocitaria y la contaminacion por pesticidas organofosforados.

e Conocer los principales signos y sintomas de una intoxicacion por
pesticidas organofosforados.

e Aplicar el método de Ellman para la determinacion de la

colinesterasa eritrocitaria.



1.4  JUSTIFICACION

Recientemente, unido al crecimiento sostenido de la agricultura y en especial de la
floricultura en nuestra economia, es de gran importancia pensar en el bienestar de
los trabajadores de todas las aéreas de las empresas que utilizan este tipo de
productos, por lo cual se hace necesario el monitoreo de la exposicién de los
trabajadores a pesticidas, especialmente organofosforados, de ahi la constante
preocupacion que debe tener el empleador y el propio trabajador (autocuidado) en
el empleo de pesticidas, asi como de la exposicién involuntaria por el trabajo
desarrollado. No son infrecuentes los reportes de casos de exposicion accidental a
pesticidas debido a su uso inadecuado por parte de personal no calificado. Los
bajos niveles socio culturales de muchos de los trabajadores de las empresas
floricolas en general hacen que esta problematica pase inadvertida para ellos
mismos, ocasionando en lo posterior graves complicaciones que de no tomar las
medidas adecuadas podrian tener graves secuelas e incluso acabar con la vida de

dichos individuos.

La exposicién a organofosforados también puede ser monitoreada por la presencia
de metabolitos en orina, los alquilfosfatos, ya que esta molécula es siempre de
origen exdgeno; sin embargo, el costo de la determinacién y la demora en la
obtencion del resultado no presenta ventajas comparativas sobre la determinacion

clasica de colinesterasa eritrocitaria.

Estas entre otras razones son las que han motivado la realizacion de esta
investigacion con el apoyo de la Finca Floricola Flor de Azama, en la que se ha
tomado muestras a partir de un grupo de trabajadores que recién se incorpora al
area de fumigacion y otro grupo que sale de esta area para poder evaluar los
niveles de colinesterasa a medida que transcurre el tiempo de exposicion para el
primer grupo Y el tiempo sin contacto de organofosforados para el segundo grupo
de la empresa floricola, con la posterior evaluacion y analisis de los datos
obtenidos se podra establecer la relaciéon que existe entre los niveles de

colinesterasa y la exposicion a los compuestos organofosforados, partiendo desde



pacientes con exposicion cero hasta pacientes con tres meses de exposicion a
dichos compuestos y pacientes con el mismo tiempo de exposicion hasta

exposicion nula.

Ademas con los datos que arroje la investigacion se podran emitir sugerencias o
recomendaciones con las cuales la empresa podra tomar medidas preventivas y

correctivas si es que lo amerita el caso.

También, tomando en cuenta que en la Universidad Nacional de Chimborazo no
existe un estudio de este tipo, se quiere aportar a la institucion con una
explicacion detallada de lo que son los compuestos organofosforados, la
acetilcolina, la colinesterasa y sobre todo la técnica de determinacion de la misma

que seré de gran utilidad para los comparieros en el ambito laboral.



CAPITULO Il

2. MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION:

En la Universidad Nacional de Chimborazo no existen estudios relacionados con
el tema.

En el Departamento de Salud del Municipio de Cotacachi, si existe un estudio de
los niveles de colinesterasa en las poblaciones cercanas a las fincas floricolas de la
localidad.

A nivel Latinoamericano existen algunas publicaciones al respecto como por
ejemplo:

Niveles de colinesterasa sérica en agricultores de la localidad de Carapongo (Perq)
del Doctor Polonio Horna Willian.

Monitoreo efectivo de la exposicion a carbamatos y organofosforados de Jorge
Pineda (Chile)

Valores de referencia de la actividad de la colinesterasa eritrocitaria en la

poblacion laboral de Antioquia (Colombia) de Carmona-Fonseca.

2.2 FUNDAMENTACION TEORICA

2.2.1 TRANSMISION DEL IMPULSO NERVIOSO
ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA UNION NEUROMUSCULAR

La transmision nerviosa tiene lugar en una estructura especializada del musculo
esquelético llamada unién neuromuscular o placa motora terminal. EI mecanismo
de la transmision neuromuscular consiste en la liberacion de acetilcolina, y su

union a los receptores nicotinicos de la membrana postsinaptica.



Grafico N° 1: Unién neuromuscular

FUENTE:Lic. Alberto Cesar Varillas Marin avarillas@lamolina.edu.pe

El masculo esquelético esta inervado por nervios motores mielinizados. Se sabe
que el interior de una fibra nerviosa motora tiene un potencial eléctrico de cerca
de 70 mV (milivoltios) mas negativo que el exterior del nervio, y que si esta
diferencia alcanza un valor umbral se genera un potencial de accion que viaja a lo
largo del axon y finalmente causa la contraccion del musculo que inerva. A
medida que el axon de la neurona motora se aproxima a la placa terminal pierde
su placa de mielina y se divide en numerosos filamentos no mielinizados, cada
uno de los cuales inerva una fibra muscular. S6lo una fibra nerviosa llega a una
placa terminal (no hay convergencia) sin embargo, puede haber considerable
divergencia puesto que varias placas terminales pueden ser inervadas por un
mismo nervio. El filamento nervioso no mielinizado se subdivide en botones
terminales que se invaginan en los pliegues de la membrana muscular subyacente
Ilamados hendiduras subneurales que incrementan el area de la superficie en la
que actla el transmisor sinaptico. El espacio entre la terminal nerviosa y la fibra
muscular se denomina hendidura sinaptica, que tiene una amplitud de 20-30
nandmetros (nm). Los impulsos nerviosos son transmitidos por medio de un
transmisor quimico, la acetilcolina, que es también el neurotransmisor de todas las

fibras autondmicas preganglionares.


mailto:avarillas@lamolina.edu.pe

Las moléculas de acetilcolina junto con adenosintrifosfato (ATP), proteoglicanos
y iones de Ca®*, Mg®* e H*, son almacenadas en vesiculas de unos 40 nm
(nandmetros) de didmetro en el Aparato de Golgi del cuerpo de las neuronas
motoras de la médula espinal, que migran hacia la uniébn neuromuscular por
transporte microtubular. Las vesiculas estan agrupadas en el axoplasma terminal
en forma de bandas transversas llamadas zonas activas. En las terminaciones
nerviosas de una sola placa terminal hay aproximadamente 1000 zonas activas
donde existen cerca de 300,000 vesiculas. Un cuanto representa el contenido de

acetilcolina de una vesicula presinaptica, que almacena 5.000 a 10.000 moléculas.

(GUYTON A, HALL J, Tratado de Fisiologia Médica, Editorial Elsevier, Decimoprimera edicion, Espafia
2009)

Gréfico N°2: Funcién de la unién neuromuscular

L
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FUENTE:Seeley R, Stephens T.y Tate P. Anatomy & Physiology. Mc Graw-Hill, 2000

Cuando el potencial de accion que viaja por el axdn de una neurona motora llega a
la terminal presinaptica, se produce la apertura de los canales de Ca** operados
por voltaje y de esta manera se eleva la concentracion de Ca** en la terminal
nerviosa. El Ca?* que entra a la terminal nerviosa se combina con la calmodulina.
La calmodulina es una proteina dependiente del Ca®*, esencial para el proceso de

la regulacion de la exocitosis de acetilcolina en la terminal nerviosa. La



calmodulina interactia con una de las proteinas intimamente relacionadas con el
proceso de exocitosis, la sinapsina | que en estado desfosforilado inmoviliza las
vesiculas al unirse con ellas. Las sinapsinas son un grupo de proteinas de la
vesicula de acetilcolina, que las une al citoplasma y evita su movilizacion. La
fosforilacién de la sinapsina | por la proteina CaM-kinasa Il (dependiente del
calcio y la calmodulina) anula su afinidad por las vesiculas sinapticas e induce el
desplazamiento y fusion de las vesiculas de acetilcolina hacia la membrana de la
terminal nerviosa produciéndose asi la exocitosis de la acetilcolina hacia la

hendidura sinéptica.

La liberacion de acetilcolina ocurre espontaneamente cuando la célula nerviosa
esta en reposo, liberandose en forma aleatoria uno 0 mas cuantos de acetilcolina a
la hendidura sindptica; este fendmeno produce diminutas espigas de
despolarizacion llamadas potenciales miniatura de placa terminal (PMPT), que
tienen una duracion de pocos milisegundos y una amplitud entre 0.5 y 1
milivoltio. Ademas de la liberacidén espontanea que ocurre en forma permanente,
la acetilcolina se libera cuando un potencial de accion presinaptico alcanza la
terminal nerviosa y se liberan 100 a 200 cuantos de acetilcolina, que son los que
originan los potenciales de placa terminal (PPT) —de 15 a 20 mV de amplitud—,
capaces de iniciar una onda de despolarizacion en la fibra muscular. EI PPT es
generado por la sumatoria eléctrica de muchos PMPT descargados

sincronicamente de las zonas activas.

Una vez que se libera, una molécula de acetilcolina se une a cada una de las dos
subunidades a de los receptores nicotinicos de la membrana postsinaptica. La
acetilcolina tiene un grupo amonio cuaternario de carga positiva, que es atraido
por el sitio del receptor, de carga negativa. La compuerta de estos receptores es
activada por un ligando, en este caso, la acetilcolina. Un ligando es una sefial
quimica que ocupa un lugar especifico en el receptor. La activacién del receptor
por la acetilcolina da origen a un cambio conformacional de éste, que da lugar a la
rapida apertura del canal iénico por el que entra Na* y sale K*. Al entrar el Na" se

despolariza la membrana de la célula muscular. Esta despolarizacion local lleva a
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la activacion de los canales de Na® vecinos, que amplifican y propagan los
potenciales de accion a toda la superficie de la fibra muscular y hacia los tibulos
transversos donde existe una alta densidad de canales de Ca®". La liberacion de
grandes cantidades de Ca?* del reticulo sarcoplasmico produce la contraccion
muscular. La transduccion de la sefial eléctrica de la superficie de la membrana
muscular a la liberacién de Ca* intracelular del reticulo sarcoplasmico se conoce

como el acoplamiento excitacion-contraccion.

Gréafico N° 3: Ciclo de la acetilcolina en la unién neuromuscular
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FUENTE: Seeley R., Stephens T. y Tate P. Anatomy & Physiology. Mc Graw-Hill,2000

Cuando se libera, aproximadamente el 50% de la acetilcolina debe ser removida
rapidamente para que ocurra la repolarizacion. La hidrdlisis es llevada a cabo en
menos de un milisegundo por la enzima acetilcolinesterasa, que se encuentra en la
terminal nerviosa unida a la membrana postsinaptica. La enzima desdobla la
acetilcolina en i6n acetato y colina; esta Gltima no actia como transmisor del

impulso nervioso.
Acetilcolina + Acetilcolinesterasa = Colina + Acetato

La rapida actividad de la enzima impide que la acetilcolina reaccione méas de una

vez con el receptor y evita la acumulacion de la acetilcolina en la union
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neuromuscular. La disociacion de la acetilcolina en sus componentes ocasiona el
cierre del canal. La acetilcolinesterasa estd presente en todos los sitios donde la

acetilcolina funciona como neurotransmisor. (http:/anestesianet.com/unal.htm).
2.2.2 ACETILCOLINA

Es el primer neurotransmisor descubierto. Se sintetiza a partir de la colina sérica.
La acetilcolina esta formada por dos componentes acetato y colina, los cuales se
unen mediante la accion de la acetilcolina transferasa, esta reaccion tiene lugar en
su mayor parte en los terminales nerviosos mas que en otras regiones neuronales.
Su férmula quimica es CH3-CO-0O-CH,-CH,-N-(CHs); que se libera de las
vesiculas sinapticas para propagar impulsos por la brecha sinptica perteneciente a
axones de motoneuronas y neuronas colinérgicas, tanto pre y postganglionicas,
como parasimpaticas. Se encuentra en las neuronas motoras de la espina dorsal, en
las neuronas preganglionares del SNA (sistema nervioso autdbnomo) y en las
neuronas postganglionares del SNP (sistema nervioso parasimpatico). Los
receptores colinérgicos se dividen en nicotinicos y muscarinicos. Los receptores
nicotinicos se unen a los canales ionicos, son mas rapidos y generalmente
excitatorios, se bloquean por el curare y se estimulan por la nicotina y la
acetilcolina. Los receptores muscarinicos se unen a la proteina G, son mas lentos,
son excitatorios o inhibitorios, son bloqueados por la atropina y estimulados por la

muscarina, y acetilcolina.

La Colina es transportada del plasma a las neuronas gracias a la actividad de
sistemas de transporte de alta y baja afinidad; el de alta afinidad es exclusivo de
neuronas colinérgicas y dependiente del Sodio extracelular. La Colina puede
desempefiar un rol importante en procesos neuroquimicos relacionados con la
regulacion del afecto. Se han reportado altos niveles cerebrales de Colina

asociados a animo depresivo.

La Acetilcolina es la substancia encargada de la transmisién de impulsos

nerviosos de las neuronas pre a las postganglionares, en los ganglios del sistema
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nervioso autdbnomo. A nivel del sistema nervioso parasimpético también media la
transmision entre la neurona postganglionar y el 6rgano efector. Ademas, es el

mediador de la transmision nerviosa de la placa motora terminal.
2.2.2.1 FUNCIONES DE LA ACETILCOLINA

Existen grandes diferencias en los efectos que desencadena la Acetilcolina en

diferentes sitios de transmision colinérgica:

22211 FUNCIONES MOTORAS: La inyeccion intraarterial cercana de
Acetilcolina, produce contraccion muscular similar a la causada por estimulacion
del nervio motor. Disminucion del potencial de reposo en musculo intestinal
aislado y aumento en la frecuencia de produccién de espigas, acompafado de
incremento en la tension. A pesar de que la inervacion colinérgica de los vasos
sanguineos es limitada, los receptores muscarinicos colinérgicos se presentan en
los nervios vasoconstrictores simpaticos. El efecto vasodilatador sobre los vasos
sanguineos aislados requiere la presencia de un endotelio intacto. La activacion de
los receptores muscarinicos produce liberacién de una substancia vasodilatadora
—TFactor relajante derivado del endotelio— que difunde hasta el musculo liso

produciendo relajacion.

2.2.2.1.2 FUNCIONES NEUROENDOCRINAS: Aumenta la secrecion de
vasopresina por estimulacion del l16bulo posterior de la hipofisis. Disminuye la

secrecion de prolactina de la hipofisis posterior.

2.2.2.1.3 FUNCIONES PARASIMPATICAS: Interviene en la ingestion de
alimentos y en la digestion, en los procesos anabdlicos y el reposo fisico.
Aumenta el flujo sanguineo del tracto gastrointestinal. Aumenta el tono muscular
gastrointestinal. Aumenta las secreciones endocrinas gastrointestinales.

Disminuye la frecuencia cardiaca.

2.2.2.1.4 FUNCIONES SENSORIALES: Las neuronas colinérgicas cerebrales

forman un gran sistema ascendente cuyo origen se halla en el tronco cerebral e
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inerva amplias &reas de la corteza cerebral y es probablemente idéntico al sistema
activador reticular, ademas de mantener la consciencia parecen intervenir en la
transmision de informacion visual. La acetilcolina también interviene en la

percepcion del dolor y la memoria.
2.2.2.2 SINTESIS Y ALMACENAMIENTO DE ACETILCOLINA.

La Acetilcolina, éster acético de la Colina, es sintetizada en el citoplasma
neuronal a partir de la union de Colina con Acido acético, en presencia de Acetil-
CoA; y, posteriormente, es almacenada en las vesiculas sinapticas, en las que se
transporta a las terminaciones nerviosas donde se utiliza para la transmision del
impulso nervioso. De sus precursores, la Colina es un alcohol nitrogenado,
Trimetilamincefanol, sintetizado en el higado y luego transportado a la neurona
por via hematica; y el Acido acético proviene de la Acetil-CoA formada
primordialmente a nivel mitocondrial. La Acetil-CoA se origina de 2 fuentes:
puede provenir del piruvato, gracias a la accion de la piruvato deshidrogenasa; o

ser sintetizada por la Acetil-CoA sintetasa (Acetatotiocinasa).

La enzima acetilcolintransferasa (ChAT) al parecer es sintetizada en el cuerpo de
a la neurona y es transportada mediante flujo axoplasmico hasta los terminales,
donde se activa. Esta enzima es especifica de las terminaciones nerviosas
colinérgicas. La Acetilcolina sintetizada es transportada y almacenada en las
vesiculas sinapticas. Se estima que cada vesicula contiene 5,000 a 10,000
moléculas de Acetilcolina; y una sola terminacion nerviosa motora contiene

300,000 o més vesiculas.

La colina es sintetizada, en primer lugar en el higado y es transportada a otros
Organos por via sanguinea. La colina libre se capta especificamente en los
terminales nerviosos colinérgicos mediante una bomba de alta afinidad,

dependiente de Na.

La colina esta presente en el espacio extracelular como resultado de la hidrdlisis

externa de la acetilcolina previamente liberada. En todas las neuronas incluso en
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algunas células gliales parece existir un sistema de captacion de Colina de baja
afinidad. La acetilcolina (ACh) es el neurotransmisor especifico en las sinapsis del
sistema nervioso somatico (SNS) y en las sinapsis ganglionares del sistema
nervioso auténomo (SNA), asi como en los 6rganos diana de la divisién
parasimpatica. Esta situacion ha permitido una amplia dedicacion cientifica y, por
tanto, un extenso conocimiento de su actividad. En este sentido, la comprobacion
del papel excitatorio de la sinapsis colinérgica en la placa neuromuscular y de su
papel inhibitorio sobre la membrana de las fibras musculares cardiacas confirma
el concepto que anteriormente expresabamos sobre la consecuencia derivada, no
del neurotransmisor, sino de la naturaleza de los canales iGnicos controlados por
los receptores colinérgicos postsinapticos. En la musculatura esquelética el control
se ejerce sobre el canal ionico del sodio y en la musculatura cardiaca sobre el

canal i6nico del potasio.

La acetilcolina se encuentra tambien ampliamente distribuida en el encéfalo y es
un neurotransmisor clave en la regulacién de los niveles de vigilancia y en el

funcionamiento de grandes areas de asociacion.

El acetato se deriva de la glucosa por via del piruvato y del complejo piruvato

deshidrogenasa mitocondrial que genera Acetil CoA.

La acetilcolina transferasa es una proteina globular, se encuentra en el cerebro. La
regulacion de la sintesis se debe al hecho de que la bomba de colina de alta
afinidad resulta inhibida por un exceso de acetilcolina y acelerada por bajos

niveles lo que hace que resulte como punto de control.

Su sintesis se realiza en el boton terminal mediante la utilizacion de dos sustancias
precursoras, el acetato y la colina; si bien la sintesis exige la incorporacion del
acetato a la colina y la intervencion del sistema enzimatico acetil-colina-
transferasa (ChAT), que a su vez necesita la presencia de una coenzima, la

coenzima-A, para transferir el acetato.
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En la sintesis, el proceso fundamental se refiere a la accion de Ia
acetilcolinotransferasa (ChAT), que ante la presencia de acetilcoenzima A y del
aminoalcohol colina, deja libre la coenzima y da como resultado el producto final

de la reaccion, que es el neurotransmisor acetilcolina.

En cuanto a su degradacion, el sistema enzimatico imprescindible para la
catabolizacién, es la intervencion de la acetilcolinesterasa (AChE) postsinaptica,
que se une especificamente a la acetilcolina y la rompe en dos moléculas,

liberando los propios precursores de su sintesis, es decir, el acetato y la colina.

La importancia del Ca*? en la transmisién colinérgica es enorme, hasta el punto
que se sabe que son necesarios cuatro iones de Ca*® para abrir una vesicula
colinérgica y que es imprescindible mantener una concentracion de calcio
extracelular minima de 10™ M para que la conduccién de un impulso nervioso
termine con la liberacién de acetilcolina. Por tanto, la eliminacién del Ca*?
extracelular o el blogqueo de su accion, por ejemplo con la competencia del
magnesio (Mg*?), disminuye e incluso inhibe la liberacién de acetilcolina, como

ocurre con algunos venenos y toxinas, como la toxina botulinica.

El papel de la acetilcolina también es importante en el diencéfalo. En el
hipotalamo, la activacion colinérgica puede provocar hipotermia. También parece
ser responsabilidad de la accion colinérgica la liberacién de neurohormonas, como
la antidiurética y la oxitocina. En el talamo, parece prioritaria la actividad
colinérgica en el funcionamiento del sistema talamico difuso v,

consecuentemente, en la regulacion del nivel de vigilancia de la corteza cerebral.

Ante esta amplia distribucidn, los efectos centrales de una accion anticolinérgica
se ponen de manifiesto de una manera general sobre la conducta con sindromes
caracteristicos como pérdida de memoria y atencion, habla confusa y ataxia,

confusién y desorientacion.

La formacidn de la acetilcolina esta limitada por la concentracion intracelular de

colina, la cual esta determinada por la recaptura de colina dentro del terminal
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nervioso. Las neuronas no pueden sintetizar colina nueva; por tanto es
suministrada o desde el plasma o por metabolismo de componentes que contienen
colina. Al menos la mitad de la colina empleada en la sintesis de ACh se cree que
proviene directamente de ACh reciclada o liberada, hidrolizada a colina por la
colinesterasa. Otra fuente de colina viene de la ruptura de fosfatidilcolina, la cual
puede aumentarse en respuesta a la liberacion local de ACh. La colina derivada de
estas dos fuentes se hace disponible en el espacio extracelular y estd hasta
entonces sujeta a la recogida de alta afinidad dentro del terminal nervioso. En el
sistema nervioso central estas fuentes metabdlicas de colina pueden ser
particularmente importantes, ya que la colina en el plasma no puede pasar la
barrera hematoencefalica. Asi, en el sistema nervioso central, la recogida de
colina de alta afinidad dentro de las neuronas colinérgicas no puede saturarse, y la
sintesis de ACh (acetilcolina) puede estar limitada por el suministro de colina, al
menos durante la actividad sostenida. Esto puede ser una de las causas por las que

no hay una mejora en demencias con precursores de colina como la lecitina.
2.2.2.3 LIBERACION DE ACETILCOLINA

Una amplia serie de agentes despolarizantes inducen la liberacion de acetilcolina
a partir de una serie de preparaciones nerviosas mediante mecanismos que

requieren la presencia de calcio.

La liberacion de ACh requiere la presencia de Ca*? extracelular, el cual entra en la
neurona cuando estad despolarizada. La mayoria de los investigadores creen que
una corriente de Ca*? dependiente del voltaje es el hecho inicial responsable de la
liberacion de transmisor. Toda la acetilcolina contenida dentro de la neurona
colinérgica no se comporta como si estuviera dentro de un compartimento Unico.
Hay al menos dos fuentes distinguibles de ACh; se han llamado fuentes de

disposicion rapida o deposito y fuentes reserva o estacionarias.

En un cerebro normal, los niveles de dopamina y acetilcolina, se encuentran en

equilibrio e igualados en sus funciones inhibitorias y excitatorias. Cuando se
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reducen los niveles de dopamina, se rompe dicho equilibrio pues la acetilcolina
comienza a tener un exceso en su actividad excitatoria, lo que provoca

enfermedad de Parkinson.

2.2.24 INACTIVACION DE LA ACETILCOLINA

El sistema de transporte vesicular de la Acetilcolina, responsable de la
concentracion de Acetilcolina en las vesiculas sinapticas, ha sido caracterizado
recientemente, a nivel molecular y funcional, e involucra un sistema torpedo
electromotor especializado; la comparacién del transporte de la Acetilcolina con
los de las monoaminas demuestra la existencia de una nueva familia de genes; el
mapeo de genes ha mostrado una Unica relacion entre los genes para el transporte

vesicular de la Acetilcolina y para la Colina-acetil-transferasa.

Una vez liberada a la hendidura sinéptica, la acetilcolina se une durante un tiempo
muy corto a sus receptores postsinapticos antes de ser degradada por la

acetilcolinesterasa eritrocitaria (AchE) que esta concentrada en la hendidura.

(http://www.javeriana.edu.co/Facultades/Ciencias/neurobioquimica/libros/neurobioquimica/acetilcolina.htm)

2.2.3 COLINESTERASA

La acetilcolinesterasa es una esterasa que hidroliza a la acetilcolina,

neurotransmisor en muchas sinapsis, especialmente en las placas neuromotoras.

La AchE es una glicoproteina globular que esta presente en los nervios,
musculos y eritrocitos de los vertebrados y es especifica para la misma
acetilcolina. Esta enzima se sintetiza en el cuerpo celular y se distribuye a través

de al neurona mediante flujo axoplasmico.

La degradacion hidrolitica de la Acetilcolina se lleva a cabo a nivel extracelular, en la
proximidad de la terminacién nerviosa, gracias a la accion de la Acetilcolinesterasa, que

desdobla la Acetilcolina a sus componentes originales que son acetato y colina.

(http://www. Ini.wa.gov/Spanish/Safety/Topics/Atoz/Cholinestetrase.asp).
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La actividad de la colinesterasa en células rojas humanas, es altamente especifica,
pero no exclusiva de la acetilcolina. Es llamada colinesterasa especifica. La
actividad de la colinesterasa presente en el plasma, hidrolisa tanto la colina como
los esteres alifaticos, demostrando un rango mas amplio de actividad esterolitica,
conocido como pseducolinesterasa o colinesterasa no especifica. Esta hidrolisa la
acetilcolina lentamente. EI nombre sistematico para la acetilcolinesterasa es
acetilcolina acetilhidrolasa. ElI nombre sisteméatico para la colinesterasa (en
plasma) es acilcolina acilhidrolasa. La naturaleza diferente de la colinesterasa fue
descubierta en 1940. La enzima plasmatica es sintetizada por el higado, y la
enzima de los gl6bulos rojos se sintetizada durante la eritropoyesis. La actividad
de la colinesterasa es baja en nifios recien nacidos y alta en hombres y mujeres
adultas. La enzima esta formada por un complejo grande de proteinas. Existe
evidencia que esta conformada por subunidades de estructura multiple, 4 cadenas
peptidicas que forman dos dimeros. Debido a la cantidad de aminoacidos que la
conforman, es posible encontrar muchas variaciones moleculares. Los niveles de
la enzima en los globulos rojos estdn aumentados en estados hemoliticos, en
talasemias, esferocitosis y anemias hemoliticas adquiridas. Y se encuentran
disminuidos en la hemoglobinuria paroxistica nocturna y en recaidas de anemias

megaloblésticas que se normalizan después del tratamiento. (ANGEL Gilberto y ANGEL

Mauricio, Interpretacion Clinica del Laboratorio, Editorial Panamericana, 7ma edicion, Bogota 2006).

Los potentes inhibidores de la colinesterasa pueden presentar problemas
toxicoldgicos clinicos importantes. Los insecticidas sistémicos (organofosforados,
carbamatos) son un ejemplo. Tanto la acetilcolinesterasa del plasma como la de
los eritrocitos estan generalmente inhibidas. El efecto sobre la enzima del plasma
es mas marcado, sin embargo, sus niveles son utilizados en el diagndstico y en la
evaluacion de la recuperacién. La recuperacion de la colinesterasa se determina
mejor por la comparacion de la actividad de la colinesterasa en los eritrocitos. Su
potencial toxico es variable, colinesterasa eritrocitaria versus plasmatica, de tal
forma que los niveles eritrocitarios pueden ser necesarios para el diagnéstico y /o

monitoreo. Si se sospecha disminucion de la actividad de la colinesterasa puede
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no estar relacionada con el efecto inhibidor de un organofosforado, por lo tanto se
debe determinar nuevamente el nivel de acetilcolinesterasa intraeritrocitaria. Si
ambos niveles estan significativamente disminuidos, los hallazgos son aquellos de
los efectos tdxicos exdgenos. La acetilcolinesterasa intraeritrocitaria no se

encuentra normalmente en el liquido amniético.

La Acetilcolinesterasa se localiza primordialmente en neuronas colinérgicas
(dendritas, pericariones y axones), en la proximidad de las sinapsis colinérgicas, y
otros tejidos. De modo predominante, se localiza en las uniones neuromusculares,
ganglios vegetativos, terminaciones nerviosas parasimpaticas y ndcleo caudado.
El plasma sanguineo contiene el tipo inespecifico de la misma enzima conocido

como Pseudocolinesterasa (Colinesterasa, Esterasa sérica o Butirilcolinesterasa).

(http://www.Ini.wa.gov/Spanish/Safety/Topics/Atoz/Cholinestetrase.asp).

2.2.3.1 INDICADORES DE EFECTO Y EXPOSICION

Los indicadores de efecto y exposicion, constituyen la medida de ciertos
parametros para saber si un individuo ha sido expuesto a determinada sustancia, y

que efectos a producido esta en el mismo.

Las colinesterasas constituyen los biomarcadores de efecto de eleccion para el
control biologico de los trabajadores expuestos a organofosforados. En realidad, el
parametro que tiene auténtico interés a tal fin es la medida de la inhibicién de

estas enzimas producida por tal exposicion.

Desde un punto de vista analitico, y de cara al control biologico, al hablar de las
colinesterasas, puede tratarse de las determinaciones de AChE
(acetilcolinesterasa) eritrocitaria, de BUuChE (butirilcolinesterasa) plasmatica, ya
comentadas, y de la colinesterasa en sangre total, que es el resultado de la

actividad combinada de ambas enzimas.

Conviene resaltar que, si bien los distintos organofosforados inhiben las

colinesterasas neural, eritrocitaria y plasmatica en diferente medida y segun
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diferentes patrones temporales, estas determinaciones proporcionan una
indicacion valiosa de su absorcion por parte de las personas expuestas. Esta es la
razén de fondo por la que la OMS (organizacion mundial de la salud) y
organismos de distintos paises, han establecido valores limite bioldgicos, la
mayoria para la inhibicion de la colinesterasa eritrocitaria en relacion al valor
basal de cada individuo, por dos motivos principales: 1°) la AChE eritrocitaria es
bioquimicamente idéntica a la neural, y por tanto tiende a ser mas representativa
de la accion que puedan ejercer los organofosforados en el sistema nervioso,
aunque su ubicacion histolégica es totalmente distinta, y 2°) la colinesterasa
plasmética se inhibe por muchas otras causas, ademas de la exposicion a los
organofosforados, y algunos individuos tienen niveles bajos determinados

genéticamente.

Ocasionalmente, con el fin de establecer el diagndstico etiologico, y siempre que
se sospeche que se ha producido una exposicion aguda a organofosforados (o a
carbamatos, en segun en qué condiciones), puede ser Util la determinacion de la
actividad colinesterasica sin disponer del valor basal, a condicion de que la toma
de muestra se realice lo méas pronto posible después de la exposicion. En tal caso
esta determinacion se emplea como un elemento de confirmacién diagnostica, sin

relacion alguna con pretendidos fines preventivos del control biolégico.

Tal como se ha comentado, la determinacion en orina de los alquilfosfatos,
comunes al conjunto de los organofosforados, o de los “grupos salientes”,
metabolitos especificos para cada especie quimica, representan otros tantos

elementos Utiles en el control de la exposicién xenobioticos.

Segun estudios, se ha demostrado que la colinesterasa eritrocitaria se regenera a
una taza del 1% diario, mientras que la colinesterasa plasmatica se regenera a una

taza de 25% en el lapso de 5 a 7 dias, por lo cual nono sirve para monitoreo.
(http://www. Insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentos/Fichas/NTP.pdf)
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2.24 COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS

Los plaguicidas organofosforados constituyen un amplisimo grupo de compuestos
de sintesis, en general altamente toxicos, con un precedente en los gases de
guerra, a menudo conocidos bajo el apelativo de ‘gases nerviosos’, entre los que
se encuentran el sarin, tabun y soman, y que se desarrollaron de manera especial a
partir de la Segunda Guerra Mundial. Las propiedades de estos compuestos como
insecticidas fueron el motivo de que ya en 1959 se hubieran sintetizado alrededor
de 50.000, al revelarse como utiles elementos de lucha contra las plagas de
insectos, por lo que forman parte, como ingredientes activos, de muchos

formulados comerciales (CALABRESE A. y ASTOLFI E: Toxicologia, Editorial Kapeluz, Buenos
Aires 1982).

La férmula estructural general de estos compuestos, que se caracterizan por la

presencia de (en general) tres funciones éster, es la siguiente:

R,0
|
R,0 — P =0(S) [1]

|
O(S,N)-X [2]

En la que R1 y R2 son radicales alquilo, generalmente metilo o etilo, el grupo X
es caracteristico de cada especie guimica, siendo frecuentemente un radical arilo,
y suele contribuir de forma importante a sus propiedades fisicas y quimicas y

biologicas.

Se trata de compuestos, en general, marcadamente apolares, lo que significa que
desde el punto de vista quimico la mayoria son escasamente solubles en agua,
aungue con grandes diferencias de un compuesto a otro, y desde le punto de vista
biolégico tienden a disolverse en grasas. Por tal motivo, la piel, donde se
encuentra una importante capa de tejido con elevado contenido en lipidos, puede

constituirse en una importante via de entrada. La estabilidad de los
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organofosforados depende del pH del medio; a pH fuertemente alcalino se
descomponen, lo que puede ser utilizado para destruirlos.

2241 PATRON DE EXPOSICION

En general, el patron de exposicién de un trabajador a un contaminante viene
determinado por la concentracion, el nimero de horas y la periodicidad de la
misma. Cuando la exposicion es Unica (por un periodo de menos de 24 horas) y a
una concentracion relativamente elevada, hablamos de exposicién aguda. Cuando
la exposicion se repite diariamente durante un periodo de tres 0 mas meses (sin
limite méaximo) se dice que la exposicion es cronica; situaciones intermedias son
la subaguda (hasta un mes) y subcronica (menos de tres meses), siendo
habitualmente (aunque no siempre) las concentraciones mas bajas que en la

exposicion aguda.

La exposicion a organofosforados (y plaguicidas en general), se caracteriza
porque tales patrones son relativamente faciles de discernir para los trabajadores
de la produccion industrial, ya que para estos, tiende a ser continua y prolongada,
de nivel muy constante, a uno 0 muy pocos compuestos, y, por tanto, facil de
reducir a limites aceptables, siempre que se adopten y apliquen de manera estricta
las medidas de seguridad e higiene industrial adecuadas. De no ser asi, el riesgo
de enfermedad profesional de los trabajadores por exposicion cronica a
compuestos organofosforados puede ser elevadisimo, ya que en los procesos
industriales se utilizan ingredientes activos con un grado de pureza proximo (o
superior) al 95 % (maxima toxicidad, segin la especie quimica implicada; y
riesgo de contacto por fugas, vertidos, polvo, etc.) y/o pueden entrar en contacto

con importantes cantidades del producto ya formulado.

Por el contrario, la exposicién de los trabajadores que utilizan estos productos
(manipuladores, aplicadores y similares) es de duracién variable, intermitente,
muy variable en cuanto al nivel, a numerosos compuestos diferentes (de manera

sucesiva en el tiempo o simultaneamente por el uso de mezclas); resumiendo, los
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usuarios estdn sometidos a una exposicion intermitente, de intensidad variable y
mualtiple, por lo que el término exposicion cronica no se puede aplicar en el

sentido habitual.
2.2.42 VIAS DE EXPOSICION

En el ambito laboral, la exposicion puede tener lugar por las tres vias clasicas:
digestiva, inhalatoria y dérmica. La via digestiva directa se suele considerar como
accidental (ingestion de una solucion por error o con fines suicidas, o de alimentos
directa o indirectamente contaminados). Debera, por tanto, evitarse en todo
momento el contacto de alimentos (y su almacenamiento) con tales productos, asi
como comer, beber o fumar durante su manipulacion o sin lavarse previamente las

manos y la cara.

Desde hace muchos afios, es bien conocido que las vias inhalatoria y la dérmica
estdn muy estrechamente relacionadas con la exposicion en las distintas
operaciones en que se pueden manipular este tipo de productos por parte de
operarios con distintas actividades o de personas que accidentalmente pueden
entrar en contacto con ellos sin manipularlos, tal como ya se ha sefialado. La via
digestiva debe considerarse como una via “atipica” de entrada en el organismo,
pero que puede implicar un riesgo importante cuando se utilizan frascos no
adecuadamente etiquetados para contener los formulados o sus diluciones, o se
consume tabaco, alimentos o bebidas en el puesto de trabajo, contaminados,
durante la manipulacion o aplicacion del producto o con posterioridad a la misma,

sin proceder a una higiene personal adecuada.

La penetracion de los plaguicidas a través de los trajes de proteccion (alcanzando
la piel) es funcidn del tipo de prenda utilizado, tiempo de contacto, ingrediente
activo (y tipo de formulado), tipo de fibra y tratamiento repelente que se le ha
aplicado. Los valores experimentales que van del 0.01 al 21.8 % para un mismo
tipo de prenda nueva, o del 0.05 al 31 % en una nueva y otra lavada de un mismo

tipo desechable (lo que implica que se debe evitar la reutilizacion de las prendas
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de un solo uso). El tiempo de contacto es decisivo: en aplicaciones agricolas,
mientras los porcentajes respectivos de penetracion, en dos modelos distintos, a
los 5 minutos son inapreciables, a los 15 minutos pueden ser del 0.6 y 2.0 % y a
los 30 minutos son de 1.6 y 5.1 %, debido al contacto continuado de la prenda con

las hojas hiimedas tratadas.

La absorcion de la contaminacién no eliminada de la piel (que implica un contacto
prolongado y por tanto una mayor facilidad del proceso), especialmente cuando el
ingrediente activo esta diez, cien o mil veces mas concentrado que en la dilucion
final empleada en la aplicacion (como en los procesos de formulacion, o
manipulacién del formulado concentrado), puede ser cuantitativamente muy
elevada, y frecuentemente conducente a intoxicaciones agudas. Una higiene
personal escrupulosa es un elemento preventivo imprescindible, adicional a las

medidas de higiene y seguridad a seguir en el desarrollo de la propia actividad.

2243 TOXICOCINETICA

La toxicidad real por via dérmica depende de la rapidez con que el ingrediente
activo sea capaz de alcanzar la circulacion general y de la toxicidad inherente al
propio producto. Algunos ingredientes activos se absorben escasamente por esta
via (menos del 1%), mientras otros atraviesan facilmente la barrera dérmica y la
absorcion es practicamente total. La toxicidad aguda por via dérmica se evalla
mediante la determinacion experimental de la DL50: dosis letal media, es decir, la
dosis (mg/kg de peso del animal) que causa la muerte del 50 % de los animales a

los que se les ha administrado por aplicacién sobre la piel.

a. ABSORCION
La absorcion por la piel no es uniforme en toda la superficie corporal para
un determinado compuesto. En el caso del paratién, la absorcion dérmica
en distintas zonas del cuerpo humano varia desde el 0 %, en el arco

plantar, hasta el 100 %, en el escroto; entre ambas cifras extremas estan:
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8.6 % en la cara ventral del antebrazo, alrededor del 33 % en distintos

puntos de la cara y el 63 % en las axilas.

La temperatura ambiental elevada es otro factor importante que contribuye
a favorecer la absorcion cutanea. La excrecion de p-nitrofenol urinario en
voluntarios, tras aplicacion de la misma cantidad de paration a la piel, ha
demostrado que la absorcién por via dérmica aumenta con la temperatura,
probablemente a consecuencia de un aumento de la circulacion periférica
en estas condiciones; la humedad relativa alta, que también la favorece,

actlia de manera similar.

Temperatura ambiente y excrecion de p-nitrofenol

Tabla n° 1: Temperatura ambiente y excrecion de paranitrofenol

Temperatura (°C) 14 22 29 40

Excrecion (md/h) 5 6 7 20

Fuente: Namba, 1971; Weinbaum y cols., 1995
La absorcion por via inhaladora debe ser tomada especialmente en

consideracion cuando se trata de plaguicidas que se emplean en forma de
aerosoles o cuyo ingrediente activo pasa facilmente al estado de vapor o se
trata de un gas. En general, la absorcion por esta via es muy elevada y, si
no se dispone de datos experimentales que demuestren lo contrario, se

considera que es del 100%.

La toxicidad aguda por via inhalatoria, cuando es potencialmente
peligrosa, se evalla determinando experimentalmente la CL50: la
concentracion letal media, es decir, la concentracion en aire (mg/l) que en
una exposicién de 4 horas causa la muerte del 50 % de los animales

sometidos a ensayo.
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En los demés casos la evaluacion de la toxicidad aguda se realiza
administrando el compuesto por via digestiva a ratas o ratones,
obteniéndose asi la correspondiente LD50 por via oral, expresada en
mg/kg de peso del animal.

DISTRIBUCION

Una vez absorbidos, los organofosforados y sus metabolitos se distribuyen
rapidamente por todo los 6rganos y tejidos, aunque las concentraciones
mas elevadas se alcanzan en el higado y los rifiones, antes de ser
eliminados de manera practicamente total por la orina y las heces.

No obstante, los compuestos mas lipofilicos pueden almacenarse en
pequefia proporcion en los tejidos grasos y el tejido nervioso, dada su
riqueza en lipidos, de donde pueden ser posteriormente liberados en forma

lenta, produciendo intoxicaciones cronicas.

METABOLISMO
El catabolismo (descomposicion en substancias méas sencillas) de los
compuestos organofosforados una vez absorbidos tiene lugar, en parte, a

través de las llamadas esterasas.

Las esterasas “A”, son enzimas que los hidrolizan a una velocidad
considerable, actuando como detoxificadoras.

Las esterasas “B” no tienen, en general, esta funcion y, muy al contrario,
son las moléculas diana sobre las que los organofosforados actuan en el
organismo, ejerciendo asi su accion toxica, como es el caso de la
acetilcolinesterasa (con una muy destacada funcion fisiologica en el
sistema nervioso) cuya actividad bioquimica resulta inhibida, con una
rapidez e intensidad que dependen de la naturaleza del propio compuesto,
ademas de su concentracion. La butirilcolinesterasa, llamada

pseudocolinesterasa o colinesterasa sérica, por encontrarse en el suero, es

27



de caracteristicas andlogas a la anterior pero con funcion detoxificadora
frente a los organofosforados.

La acetilcolinesterasa, ademéas de encontrarse en los glébulos rojos, donde
no se le conoce accién fisioldgica, regula la transmision de los impulsos
nerviosos en las terminaciones colinérgicas de las neuronas
preganglionares del sistema simpéatico y parasimpatico (receptores
nicotinicos), de las postsinapticas del sistema parasimpatico (receptores
muscarinicos), de una parte importante de las sinapsis existentes entre
neuronas del propio SNC, y de las terminaciones motoras en los mudsculos
estriados (voluntarios), en las uniones neuromusculares, también con

receptores nicotinicos

El acimulo de acetilcolina en cualquiera de esos puntos que se acaban de
citar, por inhibicion de la actividad colinesterasica, trae como
consecuencia la aparicion de trastornos de mayor o menor intensidad y de

naturaleza distinta.

En general, se habla de efectos muscarinicos, (cuando recuerdan los de la
muscarina, el agente toxico de la seta venenosa Amanita muscaria), o de
efectos nicotinicos, (similares a los de la nicotina, el agente toxico de la
planta del tabaco, Nicotiana tabacuum), segun actte sobre uno u otro de

los referidos tipos de receptores, respectivamente.

El catabolismo de los organofosforados sigue las dos fases habituales de
detoxificacion de los xenobidticos en el organismo en general, las
denominadas fase | y fase Il. Paradgjicamente, en ocasiones, el
organofosforado requiere que se metabolice antes de convertirse en un

compuesto bioldégicamente activo, y por tanto nocivo, en el organismo.

El metabolismo de estos compuestos transcurre principalmente en el
higado, y como resultado final de la transformacién de la molécula se

originan los “grupos salientes” que son caracteristicos de cada
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organofosforado en particular (por accién de citocromos P-450), y un total
de hasta 8 alquilfosfatos diferentes (por accion de las esterasas A), que son
comunes para el conjunto de los organofosforados. De estos ultimos, los 6
mas frecuentes son los siguientes: el dimetilfosfato (DMP), dietilfosfato
(DEP), dimetiltiofosfato (DMTP), dietiltiofosfato (DETP)
dimetilditiofosfato ~ (DMDTP),  dietilditiofosfato ~ (DEDTP); el
dimetilfosforotiolato (DMPTh), y el dietilfosforotiolato (DEPTh) son

menos frecuentes.

Grafico N°4: Estructura de los dialquilfosfatos, resultantes del metabolismo de los plaguicidas

organofosforados
CH.O o CH,O s
N A S
CH,0 -l W CH,O " St
Dimetilfosfato Dimetiltiofosfato
(DMP) (DMTP)
CH.CH,O o CH.CH,O s
3 2 \P/ 2 \P/
CH,CH,O / \ OH CH,CH,O / \ OH
Dietilfosfato Dietiltiofosfato
(DEP) (DETP)
CH,O s CH,CH,O s
> P
CH,O SH CH,CH,O 7N SH
Dimetilditiofosfato Dietilditiofosfato
(DMDTP) (DEDTP)

Fuente: Namba, 1971; Weinbaum y cols., 1995.
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d. ELIMINACION

En términos generales, entre el 75 y el 100 % de los organofosforados
administrados por via oral se transforma en compuestos solubles, entre los
que se encuentran los alquilfosfatos a los que se acaba de aludir,
prolongandose su eliminacion urinaria por un periodo que oscila entre las
24 y 48 horas tras la administracion (experimental). Debe tenerse en
cuenta, no obstante, que la absorcion por via dérmica puede ser mas lenta,
extenderse durante un periodo mas largo y, en consecuencia, la
eliminacion prolongarse mas alla del referido plazo, puesto que representa
el resultado de la integracion de todo el proceso de absorcion.

Los efectos toxicos producidos por los organofosforados en el organismo,
bajo las distintas circunstancias de exposicion constituye el objeto de
estudio de la toxicodinamica. Debe recordarse que, en general, el
conocimiento de la toxicodinamica de un xenobidtico (compuesto extrafio
al organismo) permite establecer parametros que reflejan su toxicidad, asi
como los niveles de exposicion aceptables en distintas circunstancias. La
correlacién, cuando existe y se conoce, entre los niveles de exposicion
(concentracion x horas/jornada) cronica, en el ambito ocupacional (o los
efectos producidos en el organismo por dicha exposicidon, su
toxicodindmica) y los valores de los biomarcadores o indicadores
biolégicos (obtenidos en muestras biologicas apropiadas) permite
establecer “valores de referencia” apropiados, de aplicacion en el control
biolégico de los trabajadores cronicamente expuestos. Por el contrario, el
tipo de muestra, el momento de la toma y otros aspectos concretos de la
practica del control bioldgico vienen determinados por la toxico cinetica

del compuesto en cuestion.

En el control bioldgico, cabe distinguir entre control biolégico de
exposicion y el de efecto, segun que el indicador utilizado determine la

presencia del xenobiotico (o sus metabolitos) o algun efecto biol6égico para
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evaluar la exposicion interna del trabajador y el riesgo para su salud que

implica, por comparacion con un valor de referencia adecuado.

(www.estrucplan.com.ar/producciones/toxicologial6.asp).

2.2.44 TOXICODINAMICA

Los efectos que de una manera general se observan a consecuencia de la
exposicion a organofosforados son, en gran parte, resultado de la combinacién del
tipo de exposicion (aguda/crénica), la intensidad (dosis o concentracion) y la/s
especie/s quimica/s implicadas (categoria toxicologica) pudiéndose agrupar en los

siguientes tipos:

a. Exposicion aguda. Efectos inmediatos y retardados

b. Exposicion repetida o crénica. Efectos agudos y cronicos

c. Exposicion aguda/crdnica. Efectos permanentes y diversos

a. EXPOSICION AGUDA

e Efectos inmediatos

Aqui se sitdan los efectos més frecuentes, constituyen las que cominmente
se denominan intoxicaciones agudas por exposicion a organofosforados,
siendo sus principales manifestaciones consecuencia directa de la
inhibicion de la actividad de la acetilcolinesterasa ejercida por estos
compuestos. En este tipo de intoxicaciones se presentan signos y sintomas
correspondientes a manifestaciones que se clasifican en tres tipos:
muscarinicas, nicotinicas, y del sistema nervioso central (SNC), tal como
se presenta en la tabla, a consecuencia de la acumulacién de la acetilcolina
en los receptores. La distribucion y severidad de las mismas varian con el

grado de intoxicacién. Segun su severidad, clasicamente las intoxicaciones
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agudas se han venido clasificando en: latentes (sin manifestaciones

clinicas), ligeras (se presentan manifestaciones muscarinicas tipicas y

algunas de tipo central, como dolor de cabeza y debilidad general),

moderadas (el paciente no puede andar, sintomatologia muy marcada;

buena recuperacion con tratamiento adecuado,

sin él puede ser

problematica), y graves (el paciente estd inconsciente, miosis, falta de

reflejos oculares, fasciculaciones musculares, dificultades respiratorias y

cianosis; prondstico fatal sin tratamiento adecuado).

Signos y sintomas de la intoxicacion aguda por organofosforados

Tabla N° 2: Signos y sintomas de la intoxicacion aguda por organofosforados

TIPO DE
MANIFESTACION

SIGNOS / SINTOMAS

Manifestaciones
muscarinicas.

(Sist. Parasimpatico
en general)

1. Arbol bronquial: opresion toréacica, broncoconstriccion, disnea, aumento
secrecion bronquial, tos, edema pulmonar, cianosis.

2. Sistema gastrointestinal: Nauseas, vomito, compresion abdominal, calambres,
diarrea, incontinencia fecal.

3. Bradicardia. Estimulacion de distintas terminaciones en glandulasde secrecion
salival y lacrimal, sudoracién, diaforesis.

4. Pupilas: contraccion (miosis).

5. Cuerpo ciliar: no se acomoda (vision borrosa).

6. Vejiga urinaria: incontinencia urinaria.

Manifestaciones
nicotinicas.

(Sist. Simpatico y
motor)

1. Mdsculo estriado: temblor muscular, fasciculaciones, calambres, debilidad
muscular incluyendo los masculos respiratorios.
2. Palidez, taquicardia, aumento tension arterial

Sist. Nervioso central

1. Depresion del centro respiratorio con disnea, cianosis y caida de la tension
arterial.

2. Efectos psicomotores inespecificos: ansiedad, intranquilidad, inestabilidad
emocional, insomnio, pesadillas, dolor de cabeza, temblor, depresion, apatia,
dificultad de concentracidn, confusion, dificultad en la expresion oral, debilidad
general. Coma con ausencia de reflejos.

Fuente: Namba, 1971; Weinbaum y cols., 1995
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Una caracteristica esencial de este tipo de intoxicaciones lo constituye el
descenso de la actividad colinesterasica (eritrocitaria y plasmatica). Se
considera que la actividad de la colinesterasa eritrocitaria (AChE
acetilcolinesterasa) refleja de una forma mas fiel que la colinesterasa
plasmatica (BuCh, butirilcolinesterasa) la actividad de la colinesterasa del
sistema nervioso, porque en definitiva es la misma enzima, aunque
localizado en otro tejido. Los principales criterios diagnosticos de una
intoxicacion aguda por organofosforados son:

Historia de exposicion a uno o més organofosforados
Manifestaciones clinicas de tipo muscarinico y/o nicotinico

Inhibicion de la actividad colinesterasica sanguinea.

La coincidencia de al menos dos de tales criterios en un caso permite
deducir, con una alta probabilidad, que se trata de una intoxicacion aguda
por OP (organofosforados). Un criterio adicional es la evolucién favorable
del paciente con una terapia a base de atropina y pralidoxima (dos
farmacos habitualmente empleados en las intoxicaciones por

organofosforados).

Otra cuestion importante es la persistencia de los signos y sintomas en una
intoxicacion aguda, que puede ser de varios meses, como son la vision

borrosa o el dolor de cabeza, entre otros.

Efectos retardados

Dentro de este apartado el aspecto mas destacado lo constituye la
polineuropatia de retardo inducida por organofosforados (OPIDN u
OPIDP), cuyos sintomas empiezan en el hombre entre 1 y 3 semanas
después de la exposicion aguda (y al cabo de un periodo mas incierto
cuando la exposicion es cronica), retraso que esta relacionado con la dosis

del agente toxico y con su naturaleza quimica. Se trata de una
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polineuropatia predominantemente motora, de tipo flacido, pero también
con manifestaciones de tipo sensorial, que afecta a los musculos distales de
las extremidades en grado variable, incluso tetraplejia, aunque, en general,
resultan mas afectadas las piernas. Distintas especies animales presentan
susceptibilidades diferentes. La NTE (neurotarget esterase) del sistema
nervioso seria otra molécula sobre la que incidiria el organofosforado, una
vez ingresado en el organismo. La inhibicién, primero, y posterior
“envejecimiento”, constituyen procesos bioquimicos subyacentes a la
aparicion de esta polineuropatia axonal. Deben sefialarse dos aspectos
concretos: 1°) la inhibicion de las colinesterasas y la de la NTE son
procesos independientes y 2°) los resultados experimentales obtenidos no
han permitido calcular el umbral de inhibicion de la NTE correlacionable

con la polineuropatia en el hombre.

b. EXPOSICION REPETIDA O CRONICA:

« Efectos agudos

Los efectos agudos en la exposicion repetida, tal como se ha comentado
anteriormente, son consecuencia de la inhibicion progresiva de la
acetilcolinesterasa, que cuanto mas lenta es, mas tardan las
manifestaciones de tipo muscarinico 0 nicotinico en presentarse. En
consecuencia, la actividad puede haberse reducido hasta un 20 6 30 % del
valor de base (80 6 70 % de inhibicion) sin que los trabajadores
manifiesten trastorno clinico alguno tras varias semanas de trabajo con una
exposicion moderada. Por el contrario, si la exposicion es intensa y la
inhibicidn es rapida basta con que sea del 30 % del valor de base, o incluso
inferior, (manteniéndose un 70 % o mas de la actividad) para desencadenar

la aparicion de la sintomatologia descrita.
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C.

EXPOSICION AGUDA/CRONICA:

« Efectos permanentes

Se ha sefialado que los efectos neurolégicos subclinicos son frecuentes en
los sujetos expuestos a organofosforados, en ausencia de signos clinicos, e
incluyen una disminucion de la velocidad de conduccion nerviosa

sensorial y un aumento de la densidad de las fibras.

A mediados de los afios 50 se empezaron a describir los efectos de los
organofosforados sobre el SNC, que se manifiestan como trastornos del
comportamiento (cambios neuropsiquiatricos) y/o de las funciones

superiores.

Un estudio publicado en 1988 evidencio que trabajadores agricolas con
antecedentes de, al menos, una intoxicacion aguda por organofosforados
obtenian peores resultados que sus controles emparejados, no expuestos,
en tests de capacidades muy diferentes (funciones intelectuales,
habilidades intelectuales, abstraccion y flexibilidad de pensamiento y
habilidades motrices simples, velocidad y coordinacion),; el 24 % de ellos
con resultados en el rango caracteristico del dafio cerebral documentado o

disfuncién, por s6lo un 12 % de los controles con similares resultados.

Es decir, que el examen neuropsicolégico de pacientes que han sufrido
intoxicacion aguda por organofosforados puede revelar disminuciones en
distintas funciones y habilidades de tipo intelectual (capacidades de tipo
cognitivo) que pasarian inadvertidas en un examen neurolégico clinico.
Posteriormente se ha demostrado y confirmado el descenso persistente de
la funcionalidad neuropsicologica (incluyendo la atencion acustica,
atencién verbal, memoria visual, velocidad visuomotora, secuenciacion y
solucion de problemas, estabilidad motora, reaccion, destreza) en

individuos que han sufrido episodios de intoxicacién aguda.
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2.2.45

Efectos diversos

Se ha comprobado que los organofosforados pueden unirse directamente
con los receptores de la AChE, especialmente los muscarinicos, del
cerebro (varios tipos) y més del musculo cardiaco (tipo M2, muy afin).
Consecuencia de tal activacion directa de los receptores M2 seria un
aumento del efecto del exceso de acetilcolina, generada por estimulacion
vagal y acumulada por inhibicion de la AChE, reduciendo aun mas la
contraccion y frecuencia cardiacas. Lo que refuerza el papel terapéutico de
la atropina por su accion protectora del tejido cardiaco, bloqueando sus
receptores muscarinicos, en las primeras fases de intoxicacion por

organofosforados.

Se han descrito también alteraciones de tipo bioquimico, como son
anomalias en los niveles de catecolaminas. En formuladores de
insecticidas expuestos a organoclorados, organofosforados y carbamatos,
se han hallado niveles de adrenalina significativamente mas altos
(alrededor de un 35 %), que favorecen la glucogendlisis hepatica y los
consiguientes niveles de glucemia méas elevados (con ligera tendencia a la
hiperglicemia), aun con similares colinesterasas, comparativamente con
los controles. La exposicion a organofosforados se ha relacionado de
forma repetida con la aparicion, en algunas personas, de una serie de
trastornos, muy variables en su manifestacion e intensidad, que han sido
englobados bajo la denominacion comun de sindrome de sensibilidad
quimica multiple, o MCSS del ingles multiple chemical sensitivitys

sindrome. (http://www.Insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentos/Fichas/NTP.pdf)

TRATAMIENTO.

En cuanto al tratamiento se puede mencionar la clasificacién que Dereslach

(1984) formula: a) medidas generales y b) medidas especificas.

Entre las medidas generales se encuentran:
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. Establecer via aérea permeable

. Respiracion artificial y oxigeno

. Lavado Gastrico (colocacion de sonda nasogastrica)
. Administracién de carbon activado

. Lavado de la piel (si es por exposicion dérmica).

En cuanto a las medidas especificas, se refiere a la administracion del antidoto:

. Atropina: dosis inicial de 0,5 a 2mg STAT 1V, dosis de 0,5mg en 5, 10, 15

30 minutos hasta lograr la atropinizacion del paciente.

. Oximas: toxogonin (cloruro de obidoxima) 250mg/ml 1V, repetir 20min

después.

Cabe considerar que la administracion de la atropina debe ser cumplida
estrictamente en el horario establecido, motivado a que la interrupcion brusca de
la atropina puede ser seguida rapidamente por edema pulmonar o insuficiencia
respiratoria, otra consideracion importante es que no debe usarse como punto
limite la obtencidn de taquicardia o miosis solamente, debido a que sus efectos

sobre el sistema nervioso central son nulos.

La atropina no reactiva la enzima colinesterasa, cuando el efecto de la atropina
desaparece puede presentarse un encrudecimiento del envenenamiento si la

concentracion de organofosforados en el tejido permanece alta.

Cabe destacar que la atropina es el antidoto ideal para las manifestaciones
muscarinicas, pero no tiene accion con los sintomas nicotinicos. Por tal motivo, es
necesario sefialar que se debe tener seguridad en cuanto al diagnostico de
intoxicacion con organofosforados, pues la atropina es un compuesto toxico y si el

paciente no esta intoxicado por un compuesto inhibidor de la acetilcolinesterasa,
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varias dosis del compuesto pueden causar efectos perjudiciales y agravar el cuadro
clinico. En las perspectivas que aqui se adoptan, es importante destacar el uso de
reactivadores de la acetilcolinesterasa como las oximas, este compuesto se
caracteriza porque cruza la barrera hematoencefalica y reactiva la ACh en el SNC,
revierte los efectos nicotinicos de la inhibicion de la ACh, por lo que debe
administrarse cuando estos efectos son severos y en un periodo de 36 horas,
después de este tiempo no se debe administrar ya que no tendria accion, sino que

se uniria a la enzima que se esta reactivando, ocasionando inhibicién de la misma.

(www.monografias.com/trabajos13/intox/inox.shtml)

2.24 DETERMINACION DE COLINESTERASA ERITROCITARIA

La determinacion de colinesterasa se puede realizar por varios metodos como son
potenciometrico, conductimétrico, por titulaciones, etc. Para este estudio se
utilizara el método de Ellman que es una técnica cinetica colorimétrica, en la que

se empleara reactivo de la casa TECO.

Este reactivo de colinesterasa es usado para el diagndstico invitro, en la
determinacion cuantitativa de colinesterasa en suero humano, plasma o sangre

total.

La cuantificacién de la colinesterasa del suero ha sido usada para valorar la
funcion del higado y para monitorear la exposicion prolongada en insecticidas
organosforados. Esta también es utilizada para predecir la susceptibilidad a una
prolongada apnea después de la administracion de succinilcolina y la

investigacion de la variacion congénita de la encima colinesterasa.
2.2.5.1 PRINCIPIO

Las reacciones implicadas el ensayo para la determinacién de colinesterasa son las

siguientes:
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CHOE
CH3CH,COSCH,CH,N*(CH3); + H,0 ——p CH3CH2COOH + (CHs)sN'CH,CH,SH

CHOE

Propioniltiocolina + H,O — Acido Propionico + Tiocolina

(CH3)3N+CH2CHZSH + O,N S— S 4©7 O,N
\

coo CcoO
Tiocolina + DTNB
(CH3)sN"CH,CH,S-S <\—/? NO, + Noz,,,@_ o
COOH COOH
Acido2-Nitro-5-tiocolina benzoico + 5-Tio-2-Nitrobenzoato

La colinesterasa hidrolisa a Propioniltiocolina (PTC) en Tiocolina y acido
Propionico que reacciona con é&cido 5,5-Ditiobis-2-Nitrobenzoico
(DTNB), y produce un compuesto amarillo de 5-Tio-2-Nitrobenzoato con
una absorbancia maxima a 405 nm (nanémetros) de longitud de onda. Por
consiguiente el rango en el cambio de la absorbancia a 405 nm es

directamente proporcional a la actividad de colinesterasa.
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2252 COMPOSICION DELREACTIVO PARA DETERMINACION
DE  COLINESTERASA

Graéfico N°5: Reactivo para determinacion de colinesterasa

Fuente: Samaniego Carlos

El reactivo de colinesterasa Propioniltiocolina (PTC), cuando es reconstituido de
acuerdo a las instrucciones, tiene los siguientes ingredientes activos en las

concentraciones aproximadas que se detallan:

Propioniltiocolina 4mM (milimolar), DTNB 0.4mM, Buffer (Ph 6.5) y otros

reactivos estabilizantes.

2.2.5.3 PREPARACION DEL REACTIVO DE COLINESTERASA

Gréfico N°6: Preparacion de reactivo de colinesterasa

Fuente: Samaniego Carlos
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Reconstituir el reactivo de colinesterasa con el volumen de agua desionizada
indicado en el vial, en este caso con 6.0 ml, después de la adicion del agua

mezclar largo tiempo por inversion.
2.2.54 DETERIORO DEL REACTIVO
El reactivo puede estar deteriorado:

1. Siha ingresado humedad en el vial.

2. Si al determinar la absorbancia del vial reconstituido, esta es superior a 1.2
medido frente al agua destilada a 405 nm de longitud de onda

3. Si el reactivo preparado presenta turbidez.

2.255 RECOLECCION Y ALMACENAMIENTO DE LA MUESTRA

La actividad de colinesterasa es estable en suero sin diluir por dos semanas a
temperatura de 2 a 8° C y de tres meses a —20° C. El suero debe ser separado
rapidamente de la muestra. EI EDTA (Acido etilen diamino tetraacético) no inhibe

la actividad de colinesterasa.

La preparacion de la muestra para determinar actividad de colinesterasa en

sangre total es de la siguiente manera:

Grafico N° 7: Toma de muestra

2011/05/10

Fuente: Samaniego Carlos
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1. Se toma la muestra de sangre en un tubo que contiene EDTA como

anticoagulante, se mezcla suavemente.

Grafico N°8: Determinacion del hematocrito

20705/24

Fuente: Samaniego Carlos

2. Con una alicuota de sangre se determinar el valor de hematocrito.

Gréfico N°9: Preparacion del hemolisado para la determinacion de colinesterasa

Fuente: Samaniego Carlos

3. Se prepara un hemolisado mezclando 0.1 ml de sangre con 1.9 ml

de agua destilada, agitar hasta que la hemdlisis sea completa.
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Gréfico N° 10: Separacion del plasma

Fuente: Samaniego Carlos

4. Se centrifuga el resto de sangre para obtener plasma claro.

Para determinar la colinesterasa se procede como se indica a continuacién:

Gréfico N° 11: Preparacion del reactivo de colinesterasa

2011/05/24

Fuente: Samaniego Carlos

1. Se reconstituye el reactivo de acuerdo a las instrucciones indicadas

anteriormente (Preparacion de reactivo).
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Graéfico N° 12: Reactivo listo para prueba de colinesterasa

Fuente: Samaniego Carlos

2. Se pipetea 1.0 ml de reactivo en los tubos de ensayo apropiados y equilibrar a
30°C.

Graéfico N° 13: Espectrofotometro

Fuente: Samaniego Carlos

3. Se encera el espectrofotometro a 405 nm de longitud de onda (M) frente a

agua destilada.
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Graéfico N° 14: Adicion de la muestra para determinacion de colinesterasa

Fuente: Samaniego Carlos

4. Se adiciona 10 uL de muestra (suero, plasma o hemolisado) en el tubo con

reactivo y mezclar.

Gréfico N° 15: Lectura de absorbancia en el espectrofotdmetro

Fuente: Samaniego Carlos

5. Después de 15 segundos se lee la absorbancia (Al), pasados otros 30

segundos leer (A2).
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6. Se calcula el cambio de absorbancia AA (A2—Al) en 30 segundos y
multiplicar el resultado por 2 para obtener el AA por minuto.

7. Con el cambio de absorbancia, se calcula la actividad de colinesterasa en U/L
(Unidades internacionales por litro) multiplicando AA x 7426

2.2.56 CALCULOS

AA/minx VT x 1000
13.6 xPL xVM

Actividad de Colinesterasa (U/L) =

AA/min = Cambio de absorbancia por minuto
VT = Volumen total (1.01 ml)

VM = Volumen de muestra (0,01 ml)

13.6 = Absorbancia milimolar de DTNB
PL = Paso de luz (1 cm)

1000 = Factor de conversion de U/ml a U/L

AA/minx 1.01 x 1000
13.6 x 1.0 x0.01

Actividad de Colinesterasa (U/L) =

Actividad de Colinesterasa (U/L) = AA/ minx 7426

NOTA. El hemolisado se prepara con 0.1 ml de sangre y 1.9 ml de agua destilada
es decir una dilucion 1 en 20, por lo tanto el resultado debera ser multiplicado por

20 para obtener la actividad de colinesterasa real.

Ejemplo: Al =0,316
A2 =0,491
A2-Al =0,491 -0,316 =0,175
AA/min=AA/30 seg x 2 = 0,350

Actividad de Colinesterasa (U/L) = 0,350 x 7426 = 2599
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2.25.7 ACTIVIDAD DE COLINESTERASA ERITROCITARIA

La actividad de colinesterasa eritrocitaria es calculada con los datos de la
colinesterasa del plasma, la colinesterasa del hemolisado y el valor del

hematocrito.

ColH = (ColE x Hto) + [ColP x (1 — Hto)]

ColH = Colinesterasa del hemolisado
ColE = Colinesterasa Eritrocitaria
ColP = Colinesterasa plasmatica

Hto = Hematocrito.

NOTA: El valor del hematocrito es expresado como el decimal equivalente.

De donde se deduce que:

ColH — [ColPx (1 - Hto)]
Hto

ColE =

2.25.8 LIMITACIONES

1. Sueros extremadamente lipémicos o ictéricos deben ser corridos un blanco de
correccion.

2. Sueros hemolisados no deben ser utilizados.

2.25.9 VALORES DE REFERENCIA

Colinesterasa plasmatica 3167 a 6333 U/L

Colinesterasa eritrocitaria 4300 a 10900 U/L
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2.2.5.10 CUIDADOS Y PRECAUCIONES DE ACUERDO A LA TECNICA

El reactivo de colinesterasa es utilizado solo para diagndstico in vitro. Se debe

tomar en cuenta las normas bésicas de bioseguridad en el laboratorio.
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2.3  DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

ACETILCOLINA: Neurotransmisor liberado en las terminaciones nerviosas
colinérgicas, ante la llegada de un impulso nervioso y que hace posible la
propagacién de dicho impulso a otra fibra.

ACETILCOLINESTERASA: Enzima que cataliza la hidrolisis de la acetilcolina
hacia colina y acido acético

ANTAGONISTAS: Cualquier sustancia o agente organico cuya accién se opone
a la de otro.

ANTICOLINERGICO: Sustancias que actuan compitiendo con la acetilcolina

por los puntos receptores de las uniones sinapticas.

ATROPINA: es una droga anticolinérgica extraida de la belladona (Atropa
belladonna) y otras plantas de la familia Solanaceas. Es un antagonista

competitivo del receptor muscarinico de acetilcolina

BIOMARCADORES:son medidas en los niveles molecular, bioquimico o
celular, tanto en poblaciones naturales provenientes de habitats contaminados,

COMO en organismos expuestos experimentalmente a contaminantes.

BUFFER: Solucion de un potencial hidrégeno indicado que amortigua los

cambios bruscos de pH

CALMODULINA: Proteina acidica intracelular, es un regulador de la

transduccion de la sefial de calcio. Actia como receptor de Ca*?

CARBAMATOS: Compuestos organicos derivados del &cido carbamico que se

utilizan como pesticidas.

CHOE: Siglas de colinesterasa eritrocitaria.
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CL50:Concentracion letal media. Es la concentracién en aire (mg/L)que en una
exposicion de 4 horas causa la muerte del 50% de los animales en estudio.

COLINERGICO: perteneciente a las fibras nerviosas que elaboran acetilcolina
en las sinapsis, tienen tendencia a transmitir, estimular o ser estimuladas mediante

la elaboracion de acetilcolina.

CUANTO: Es el contenido de acetilcolina que hay en una vesicula presinaptica,

que almacena entre 5000 y 10000 moléculas.

DL50:Dosis letal media. Es la concentracién a la cual mueren el 50% de los

animales en estudio.
ESTERASAS: Enzima que desdobla los ésteres.

MUSCARINICO: Que produce efectos parecidos al de la muscarina que es un

alcaloide que se obtiene del hongo Amanita muscaria.

NICOTINICO: Que produce efectos parecidos a los de la nicotina que es un

alcaloide que se obtiene de la planta Nicotinum tabacus.

ORGANOFOSFORADOS: Compuestos organicos derivados del acido fosforico

o tiofosforico y se utiliza como pesticida, son de accién muy téxica.

PERICARIONES: Parte de las neuronas que generalmente transmiten impulsos

hacia el cuerpo celular.

PRESINAPTICA: Proximo a la hendidura sinaptica desde donde se origina el

impulso.
OPIDN u OPIDP: Polineuropatia de retardo inducido por organofosforados.

NTE: (Neurotargetesterase): molécula del sistema nervioso sobre la que incide el

organofosforado.
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POSTSINAPTICA: Correspondiente a la célula que recibe el impulso a través de

la hendidura sinaptica.

SARIN: Compuesto 6rgano fosforado desarrollado como arma quimica, esta
clasificado como gas nervioso ya que sus efectos son mas potentes que los de un
pesticida organofosforado.

SINAPSIS: Region que rodea el punto de contacto entre dos neuronas o entre una

neurona y un 6rgano efector.

TOXICOCINETICA: Es el transito del toxico por el organismo, que incluye

absorcion, distribucion, localizacion y eliminacion.

TOXICODINAMICA: Describe y estudia los mecanismos mediante los cuales

una sustancia afecta a un ser vivo.

XENOBIOTICO: Cualquier compuesto o sustancia extrafia al organismo.

2.4  HIPOTESIS Y VARIABLES
2.4.1 HIPOTESIS

Los niveles de colinesterasa eritrocitaria disminuyen en los trabajadores de la

floricola Flor de Azama expuestos a pesticidas organofosforados
2.4.2 VARIABLES
VARIABLE INDEPENDIENTE

Exposicion a insecticidas organofosforados
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VARIABLE DEPENDIENTE

Niveles de colinesterasa eritrocitaria en los trabajadores de la Finca Flor de

Azama.

2.5.1 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla N° 3: Operacionalizacidon de variables.

VARIABLES CONCEPTO CATEGORI | INDICADORES TECNICAS
A
VARIABLE Trabajar con e Vomitos
insecticidas e Calambres
INDEPENDIENTE organofosforados, Intoxicacion o« Secrecién Observacion

o sin proteccion que | Sistemica, salival )
Exposicion a ] aquda o Guia de
_ o evite que los |29 e Miosis y
insecticidas - observacion

ticidas cronica

pes e Temblores
organofosforados ]

ingresen al e Cefaleas,

organismo etc
VARIABLE
DEPENDIENTE La cuantificaciéon

de los niveles de
Niveles de colinesterasa Meétodo Disminucién de los
Colinesterasa Cinético niveles de

eritrocitaria en los
trabajadores de la

Finca Flor de Azama

eritrocitaria
realizada a los
trabajadores  en
las diferentes

etapas

Cuantitativo

colinesterasa de los

trabajadores

Observacion

Fuente: Samaniego Carlos
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CAPITULO Il
3 MARCO METODOLOGICO
3.1 METODO

El método a utilizarse es el método cientifico Deductivo — Inductivo, con

procedimiento analitico sistematico

TIPO DE INVESTIGACION

DESCRIPTIVA: Porque narra situaciones o sucesos, detalla como es y como se
comporta el fenomeno caracterizando el problema e indicando sus rasgos mas
importantes, los datos obtenidos se procede a analizar para derivar en
conclusiones significativas. Ademas se investiga hechos o sucesos ya producidos,
y lo que se manipula son los métodos de observacion, de descripcion y el modo de

analizar las relaciones encontradas.

DISENO DE INVESTIGACION
De campo cuasi-experimental ya que se analizan las relaciones causa efecto pero
en circunstancias en que no es posible el control riguroso de todos los factores que

intervienen en el estudio

TIPO DE ESTUDIO
Longitudinal

3.2 POBLACION Y MUESTRA

3.2.1 POBLACION

Se hara la investigacion en los trabajadores de la Floricola Flor de Azama, que en
su mayoria son habitantes de la zona muchos de ellos de bajos recursos

econdmicos y con nivel cultural relativamente bajo.
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3.2.2 MUESTRA

El estudio se realizara con 31 trabajadores de La Finca Floricola Flor de Azama.
De ellos, 21 recién se integran al area de fumigacién, 7 salen de la misma, y
3personas de bodega que permanecen alli indefinidamente, repitiendo la toma de
muestra para su analisis una vez por mes durante los tres meses de permanencia

endicha area, lo que da un total de 93 muestras analizadas.

3.3 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

3.3.1 OBSERVACION: La técnica sera la observacion para lo que se utilizara

como instrumento la guia de observacion.

3.4 TECNICAS PARA EL ANALISIS E INTERPRETACION DE
RESULTADOS

3.4.1 TECNICASESTADISTICAS:

Para el procesamiento de la informacién usaremos el paquete Excel que

permite obtener resultados, desarrollar cuadros y graficos del tema.
3.4.2 TECNICAS LOGICAS

Para la interpretacion de los resultados se va a utilizar el analisis.
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3.4.3 INTERPRETACION DE RESULTADOS

NUMERO DE TRABAJADORES POR RANGO DE EDAD

Tabla N° 4: Namero de trabajadores por rango de edad.

EDAD
(Afos) N2 TRABAJADORES
18a 20 1
21a30 11
31a40 12
41a 50
51a60 1

Fuente: Samaniego Carlos

Grafico N° 16: Ndmero de trabajadores por edad.

NUMERO DE TRABAJADORES
POR RANGO DE EDAD.

[uny
N B

[N
o

b ] b ]

O N B O

Numero de trabajadores

18a20 21a30 31a40 41 a50 51a60
Edad

Fuente: Samaniego Carlos

El estudio se hace con 31 trabajadores, comprendidos en cinco rangos de edad,

de los cuales la mayoria estan entre los 21-30 y 31-40 afos.
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VARIACION DE LOS NIVELES DE COLINESTERASA DURANTE
TRES MESES DE ESTUDIO (MARZO, ABRIL Y MAYO) EN21

TRABAJADORES QUE INGRESAN AL AREA DE FUMIGACION.

Tabla N° 5:Variacion de los niveles de colinesterasa durante tres meses de estudio (marzo, abril y mayo)

en los trabajadores que ingresan al area de fumigacion.

1ra 2da 3ra
MUESTRA | MUESTRA | MUESTRA
PACIENTE| EDAD | (Marzo) (Abril) (Mayo)
1 32 6860 5680 5320
2 43 6540 5580 5960
3 40 6740 6160 5460
4 49 6380 6297 5760
5 30 7680 4520 5120
6 42 6720 6160 7480
7 20 6680 4520 5360
8 32 6400 5360 4760
9 52 6380 5260 5380
10 48 6920 6020 5200
11 35 7360 6520 5620
12 26 6160 5200 5280
13 29 6320 5360 4890
14 40 7480 7980 5140
15 27 5740 5490 4900
16 31 7920 7320 5760
17 21 5840 5780 5620
18 50 6060 6580 6500
19 28 6820 5840 5140
20 21 6380 6080 5680
21 46 6500 5060 5000

Fuente: Samaniego Carlos
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Grafico N° 17: Niveles de colinesterasa 1ra Muestra.

Niveles de

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
Trabajadores

Fuente: Samaniego Carlos.

Gréfico N° 18: Nivelesde colinesterasa 2da Muestra.
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Fuente: Samaniego Carlos
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Grafico N° 19: Niveles de colinesterasa 3ra Muestra.

Nivel de colinesterasa

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
Trabajadores

Fuente: Samaniego Carlos

Graéfico N° 20: Comparacién de los niveles de colinesterasa en las tres tomas de muestra de
trabajadores que entran al area de fumigacion.

123456 7 8 9101112131415161718192021k3raToma
Trabajadores

Fuente: Samaniego Carlos

De los 21 trabajadores que ingresan al area de fumigacion, se puede apreciar
como en la mayoria de ellos existe una disminucion de los niveles de
colinesterasa eritrocitaria conforme pasa el tiempo de exposicion a los

pesticidas.
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PROMEDIO DE LOS NIVELES DE COLINESTERASA DE LAS TRES
TOMAS DE MUESTRA (MARZO, ABRIL Y MAYO) EN21
TRABAJADORES QUE ENTRAN AL AREA DE FUMIGACION.

Tabla N° 6: Promedio de los niveles de colinesterasa de las tres tomas de muestra (marzo, abril y mayo) en
trabajadores que entran al area de fumigacion

MUESTRA PROMEDIO DEL
NIVEL DE

COLINESTERASA

1ra 6661

Muestra

2da 5846

Muestra

3ra 5254

Muestra

Fuente: Samaniego Carlos
Promedio: X=XXi/n

Grafico N° 21: Promedio de los niveles de colinesterasa de las tres tomas de muestra en trabajadores que

entran al area de fumigacion

Promedio de los niveles de colinesterasade las
tres tomas de muestra en trabajadores que
entran al area de fumigacion

8000 6661
6000

5846 5254

erasa

Fuente: Samaniego Carlos

Utilizando la media aritmética en cada toma de muestra, se aprecia la
disminucidn de los niveles de colinesterasa conforme pasa el tiempo, empezando

con un valor en el primer mes de 6661 U/L, en el seqgundo de 5846 U/L y por
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altimo de 5254 U/L, lo que corresponde a una disminucion del 12.23% y del
21.12% respectivamente.

VARIACION DE LOS NIVELES DE COLINESTERASA DURANTE
TRES MESES DE ESTUDIO (MARZO, ABRIL Y MAYO) EN 7
TRABAJADORES QUE SALEN DEL AREA DE FUMIGACION.

Tabla Ne 7: Variacion de los niveles de colinesterasa durante tres meses de estudio en los

trabajadores que salen del area de fumigacion.

1ra 2da 3ra
MUESTRA | MUESTRA | MUESTRA
TRABAJADOR EDAD | (Marzo) (Abril) (Mayo)

1 24 4980 5400 5440
2 27 5060 6300 7280
3 33 5580 6380 5220
4 29 5740 5520 6860
5 35 5480 6060 7040
6 35 4680 5220 7340
7 40 4680 5920 7426

Fuente: Samaniego Carlos

Gréfico N° 22:Niveles de colinesterasa 1ra muestra de los trabajadores que salen del area de

fumigacion.

NIVELES DE COLINESTERASA 1ra MUESTRA.
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Fuente: Samaniego Carlos
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Graéfico N° 23: Niveles de colinesterasa 2da muestra de los trabajadores que salen del area de
fumigacion.
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Fuente: Samaniego Carlos

Grafico N° 24:Niveles de colinesterasa 3ra muestra de los trabajadores que salen del area de
fumigacion.

NIVELES DE COLINESTERASA 3ra MUESTRA.
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Fuente: Samaniego Carlos



Graéfico N° 25; Comparacion de las tres tomas de muestra en trabajadores que salen del area de

fumigacion.

CUADRO COMPARATIVO DE DURANTE LAS
TRES TOMAS DE MUESTRA DE
TRABAJADORES QUE SALEN DEL AREA DE
FUMIGACION.
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Fuente: Samaniego Carlos

Notese que en los 7 trabajadores que salen del area de fumigacion, aumenta
gradualmente los niveles de colinesterasa eritrocitaria de acuerdo pasa el

tiempo sin exposicion a compuestos organofosforados.

PROMEDIO DE LOS NIVELES DE COLINESTERASA DE LAS TRES
TOMAS DE MUESTRA (MARZO, ABRIL Y MAYO) EN 7
TRABAJADORESQUE SALEN DEL AREA DE FUMIGACION

Tabla N° 8:Promedio de los niveles de colinesterasa de las tres tomas de muestra en

trabajadores que salen del é&rea de fumigacion

NIVELES DE
MUESTRA COLINESTERASA
1ra Muestra 5171
2da Muestra 5829
3ra Muestra 6658

Fuente: Samaniego Carlos
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Grafico N° 26: Promedio de los niveles de colinesterasa de las tres tomas de muestra en

trabajadores que salen del area de fumigacion
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Fuente: Samaniego Carlos

Al igual que en el grafico N°20, utilizando la media aritmética de cada toma se
observa el aumento de los valores de colinesterasa empezando con 5171 U/L en el
primer mes,5829 U/L en el segundo y por ultimo 6658 U/l al tercer mes, lo que

corresponde a un aumento del 12.72% y del 28.75% respectivamente

VARIACION DE LOS NIVELES DE COLINESTERASA DURANTE
TRES MESES DE ESTUDIO (MARZO, ABRIL Y MAYO) EN 3
TRABAJADORES PERMANENTESDEL AREA DE BODEGA.

Tabla N° 9. Variacion de los niveles de colinesterasa durante tres meses de estudio en los trabajadores

del &rea de bodega.

1ra 2da 3ra
MUESTRA | MUESTRA | MUESTRA
TRABAJADOR EDAD | (Marzo) (Abril) (Mayo)

1 27 7146 6520 6920
2 35 7542 7620 6560
3 31 7866 6640 7380

Fuente: Samaniego Carlos
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Grafico N° 27. Comparacion de de los niveles de colinesterasa durante tres meses de estudio en los

trabajadores del &rea de bodega.
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Fuente: Samaniego Carlos

En los 3 trabajadores del de bodega, a pesar de que ellos estan permanentemente
en esa area, no existe una mayor variacion de los niveles de colinesterasa, puesto
que la exposicién a los pesticidas es menos directa.
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CAPITULO IV

4 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

Se ha conseguido entender el mecanismo de accion de la acetilcolina y la
inactivacion de la misma por medio de la enzima colinesterasa, para
comprender la fisiologia de la transmision del impulso nervioso hacia la

fibra muscular.

Analizando los gréficos 20 y 21, se puede concluir que en trabajadores que
ingresan al area de fumigacion, los niveles de colinesterasa disminuyen de

acuerdo al tiempo de exposicion a los pesticidas organofosforados.

En los pacientes que salen del area de fumigacion se puede concluir que
incrementan los niveles de colinesterasa a medida que transcurre el tiempo
sin exposicién a pesticidas organofosforados, como se aprecia en los

gréficos 25 y 26.

La relacion que existe entre el tiempo de exposicidbn a compuestos
organofosforados y los niveles de colinesterasa es inversamente
proporcional, a mayor tiempo de exposicion, menores niveles de

colinesterasa y viceversa.

Se ha logrado determinar los signos y sintomas que presenta una persona
que ha estado en contacto con pesticidas organofosforados, con los que se
puede sospechar de una intoxicacion por dichos compuestos, cuyo
diagndstico debera ser confirmado con la determinacion de los niveles de

colinesterasa eritrocitaria.

Se empled el método de Ellman para determinar los niveles de
colinesterasa de los trabajadores del area de fumigacion de la Finca

Floricola Flor de Azama, y se determind que es una técnica cuantitativa,
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répida y sencilla para determinar si existe 0 no una contaminacién por

compuestos organofosforados.
4.2 RECOMENDACIONES

e Todas las personas que tienen contacto con compuestos organofosforados
deben utilizar equipo de proteccion adecuado para evitar la contaminacién
por este tipo de compuestos.

e Las empresas agricolas en general, deben proporcionar a todos sus empleados
equipo de proteccidon adecuado, a mas de impartir charlas sobre higiene y
salud ocupacional.

e También se debe controlar que los trabajadores utilicen de forma adecuada el
equipo de proteccion que se les ha entregado.

e Se debe hacer controles periodicos a los trabajadores que estan en contacto
con compuestos organofosforados como prevencion de accidentes laborales
ademas de cualquier persona que presente signos o sintomas de
contaminacion.

e Los valores de referencia para niveles de colinesterasa presentados en las
diferentes técnicas desgraciadamente no corresponden a nuestra realidad
nacional, por lo que seria de gran importancia realizar un estudio para

determinar valores referenciales de acuerdo a nuestras condiciones de vida.
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