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RESUMEN

Los plaguicidas de tipo organofosforados son productos quimicos que se utilizan de
manera artesanal para el control de plagas, en cultivos agricolas especialmente en
cultivos de papa, implicando un alto riesgo en la salud de las personas quienes lo
manipulan directamente, ocasionando disminucion en la concentracion sérica de
acetilcolinesterasa y alteraciones a nivel de la funcion hepética. El objetivo de esta
investigacion es determinar la concentracion sérica de acetilcolinesterasa en
agricultores expuestos a plaguicidas de tipo organofosforados e identificar las
posibles variables que pueden alterar la concentracion de dicha enzima; se realizé un
estudio experimental, predictivo y bibliografico donde la poblacion de estudio fueron
40 agricultores entre hombres y mujeres del canton Pillaro, expuestas directamente a
plaguicidas de tipo organofosforados. Para este estudio se realiz6 la determinacion
sérica de la enzima acetilcolinesterasa, asi como de enzimas hepaticas mediante
técnicas espectrofotometricas. Se determinG que 7 de 40 agricultores expuestos a
plaguicidas organofosforados, presentaron disminucion en la concentracion de la
enzima acetilcolinesterasa representando un 17,5% del total de la muestra de estudio,
porcentaje que no es estadisticamente significativo segun t-Student en relacion a la

poblacién total, mientras que en la determinacion de las enzimas de la funcion
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hepética no se observo alteraciones significativas. También se pudo constatar que la
poblacion afectada presentd un tiempo de exposicion entre 11 y 31 afios, ademas
carecian de conocimiento sobre las medidas de bioseguridad para la manipulacion de
este tipo de plaguicidas. Concluyendo que la disminucion de los niveles de
acetilcolinesterasa se ven influenciados directamente por el tiempo de exposicion y el

desconocimiento de medidas de bioseguridad para su manipulacion.

PALABRAS CLAVE: ORGANOFOSFORADOS, ACETILCOLINESTERASA,
HEPATOTOXICIDAD, BIOSEGURIDAD
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ABSTRACT

Organophosphorus pesticides are chemical products that are used in an artisan way
for plague control, in agricultural crops specially in potato crops, implying a high
risk in people’s health who manipulate it directly, causing a decrease in the serum
concentration of acetylcholinesterase and alterations in the liver function. The goal of
this research is to determine the serum concentration of acetylcholinesterase in
farmers exposed to Organophosphorus pesticides and to identify the possible
variables that can alter the concentration of this enzyme; an experimental, predictive
and bibliographic study was carried out, the study population were 40 farmers among
men and women from canton of Pillaro, that were exposed directly with
organophosphorus pesticides. For this study, the determination of serum the enzyme
acetylcholinesterase, as well as liver enzymes, were performed by spectrophotometry
techniques. It was determined that 7 out of 40 farmers exposed to organophosphorus
pesticides showed a decrease in the concentration of the acetylcholinesterase enzyme
representing 17.5% of the total study sample, a percentage that is not statistically
significant according to the Student's t-test in relation to the total population, while in
the determination of liver function enzymes no significant alterations were observed,
it was also verified that the affected population had an exposure time between 11 and
31 years, as well as they were not aware of the biosecurity measures for the handling
of this type of pesticides. Pesticides concluding that the decrease in
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acetylcholinesterase levels are directly influenced by the exposure time and the lack
of knowledge of biosecurity measures in the handling of these pesticides.

KEYWORDS: ORGANOPHOSPHATES, ACETYLCHOLINESTERASE,
HEPATOTOXICITY, BIOSECURITY
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INTRODUCCION

En la actualidad los casos de intoxicacion aguda por plaguicidas (IAP) son una causa
importante de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. De acuerdo con la
Organizacién Mundial de la Salud, cada afio terminan envenenadas por plaguicidas 3
millones de personas la mayoria en paises en desarrollo de las cuales mueren unas
20.000, pues en ellos coinciden una escasa regulacion de productos quimicos, falta
de sistemas de vigilancia, un menor cumplimiento de las normas y un acceso
insuficiente a los sistemas de informacién. Investigaciones anteriores han puesto de
relieve una gran variabilidad de las tasas de incidencia de IAP. Ello se debe
posiblemente a unos métodos de notificacion incongruentes y a la exclusion de las

intoxicaciones laborales y no intencionales.(1)

En Centroamérica, se estim6 que 3% de los trabajadores agricolas expuestos sufren
cada afio una intoxicacion aguda por plaguicidas (IAP). Méas del 50% de las
intoxicaciones agudas por estas sustancias se presenta en los paises menos
desarrollados. La tasa de incidencia para las IAP en la subregion Centroamericana ha
mostrado un progresivo aumento pasando de tasas de 6,3 por cien mil habitantes en
1992 a 19,5 en el afio 2000.(1)

En nuestro pais los plaguicidas datan de 1950, pero despuntd luego de la reforma
agraria (entre 1964 y 1979), con lo cual los conocimientos de fertilizacion, manejo de
suelo, de semillas de cultivo y produccidn ancestrales se fueron perdiendo. En un
informe elaborado en el 2012 por el Centro de Informacion y Asesoramiento
Toxicologico en Ecuador, muestra que los plaguicidas siguen figurando entre los
principales agentes causantes de intoxicaciones. En el 2011, el 49,2 % de los 2,527
casos registrados correspondié a intoxicaciones por plaguicidas (insecticidas,
fungicidas, larvicidas, nematicidas). El almacenamiento inadecuado o la aplicacién
incorrecta detonan el problema. Las personas reciben asesoramiento en las tiendas
donde los adquieren, de quienes los expenden (para fumigar) o de alguna persona

que los ha usado(2).

En la provincia de Tungurahua por sus altos niveles de produccion en cultivos como:

frutas, legumbres, hortalizas se ha demostrado que las personas que las siembran,

fumigan y cosechan, son gravemente afectados por los plaguicidas usados. Las
1



personas del cantdn Pillaro al dedicarse por entero a la siembra, cosecha y venta de
productos cultivados, en especial al ser una zona productora de papa en el Ecuador,
agresivo uso de insecticidas y fungicidas sobre los cultivos afectan a las personas que
realizan este trabajo a nivel de su salud, promoviendo a que las intoxicaciones por

plaguicidas aumenten en esta region(3).



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO
1.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Segun Rosales(4) (2015)En un estudio sobre el uso de marcadores genotoxicoldgicos
para la evaluacion de agricultores expuestos a plaguicidas organofosforados,
determind la actividad enzimética de la colinesterasa sérica (BChE) y eritrocitaria
(AChE), con ensayos de genotoxicidad dirigido a 59 trabajadores expuestos y 50
personas sin exposicion a plaguicidas, en edades promedio de 39,6+10,8 Y 34,0+11
,5 afos en el grupo expuesto y control respectivamente; con respecto a la actividad
BChE, se encontré diferencia significativa (p<0,001) entre el grupo expuesto (4
733.0+1 350.1 U/L) y control (7 075.0+1 674.0 U/L), concluyendo que el uso de
marcadores genotoxicoldgicos aportd informacion relevante como herramienta que
permite predecir el riesgo asociado a cancer, considerando que el evento inicial es el

dafio al &cido desoxirribonucléico (ADN).

Marrero et al.(5) (2017)Realizan una investigacion sobre la exposicion a
organofosforados y carbamatos de trabajadores de una comunidad agraria, en una
muestra formada por el grupo expuesto (GE) 17 personas (37,06 + 15,66 afos) y un
grupo control (GC) con 13 personas (39,77 + 13,23 afios), en el GE el valor
promedio de la colinesterasa fue de 6,7465 = 1,0314 U/L y para el GC de 8,6546 +
1,6014 U/L. Se evidencia la existencia de una diferencia estadisticamente
significativa (p< 0,05) entre las medias para el biomarcador de efecto en estudio en el
GE, los trabajadores expuestos presentaron biomarcadores de exposicion y de efecto
fuera de los rangos normales, con presencia de sintomas que pudieran relacionarse

con dicha exposicion.

Silveiro et al.(6) (2015)Realizaron un estudio sobre donde midieron los niveles de
acetilcolinesterasa en la poblacion aledafia a una plantacién donde se usa plaguicidas
de tipo organofosforados ubicado en la parroquia cuca cantén arenilla, provincia del
oro, la muestra conformada por; 45 pobladores, 41 hombres y 4 mujeres, de los

cuales 20 de ellos presentaron niveles de colinesterasa por debajo de los niveles



normales, concluyendo; que la inhalacion de compuestos organofosforados en un

tiempo prolongado afecta gravemente a la salud.

Blanco et al.(7) (2015)Realizaron un estudio sobre la actividad de la colinesterasa
total en pobladores que utilizan plaguicidas de tipo organofosforado. Mediante los
resultados obtenidos en la determinacion de la actividad enzimatica en pobladores
expuestos y no expuestos, se considera normal un valor mayor o igual a 154 unidades
de pH/hora, de los 95 pobladores evaluados, solamente tres de ellos presentaron
valores menores, dentro del rango de inhibicién moderada. Por tal razon se present6
a la comunidad, una guia rapida para el uso, manejo y cuidados en la utilizacion de

los plaguicidas.

Iza(8) (2016)Realiza un estudio sobre la determinacion de alteracion en la funcion
hepética en personal expuesto a plaguicidas de tipo organofosforados, mediante la
determinacion de TGO, TGP y fosfatasa alcalina en una empresa floricola. La
muestra esta conformada por 44 trabajadores entre hombre y mujeres, determinando
la presencia de alteracion de la funcién hepatica en 7 trabajadores, lo cual representa
el 15,9 % de la poblacion de estudio, presentando una elevada concentracion en las
enzimas TGO, TGP y FAL; en los cuales se evidencio una disminucion en la
concentracion de la enzima acetilcolinesterasa, influenciados directamente por el

tiempo de exposicion y la actividad que desempefia en la floricola.

Guanochanga(9) (2018) Realiza un estudio sobre la determinacién de la
concentracion sérica de la pseudocolinesterasa y consecuencias funcionales hepaticas
en trabajadores de una empresa floricola expuestos directa e indirectamente a
plaguicidas organofosforados. La muestra estd conformada por 109 personas entre
hombres y mujeres. Para la cuantificacidn de pseudocolinesterasa y de perfil hepatico
para lo cual se utiliz6 el método cinético espectrofotométrico. Se obtuvieron
resultados disminuidos en la concentracion  de pseudocolinesterasa en 11
trabajadores que representa el 10.1% de la poblacidn, en los cuales se pudo observar
valores relativamente altos de la concentracién de las enzimas hepéticas: TGO en un
porcentaje de 45.5% que representa a 5 trabajadores, TGP en un porcentaje de 36.4%
que representa a 4 personas y fosfatasa alcalina en un porcentaje de 18.2% que
representa a 2 trabajadores, estos resultados no pueden considerarse como un

indicativo de hepatotoxicidad causada por plaguicidas organofosforados, debido a las

4



multiples enfermedades y factores que pueden causar ligeras variaciones en la

concentracion de las enzimas estudiadas.

Segun Fuentes et al.(7) (2011) Realizaron un estudio en ratas expuestas a paration
metilico, plaguicida organofosforado que se usa normalmente en la agricultura,
midiendo la exposicion subaguda (3 mg/kg/dia, oral, 20 dias), en donde se encuentra
un incremento significativo (p< 0,05) en actividad sérica del TGO (500%) y TGP
(937%), necrosis hepética, aumento en la concentracién de malondialdehido (213%)
y la disminucidn de la concentracion de ATP en el higado (29,3%). En la exposicion
cronica al PM (0.56 mg/kg/dia, oral, 6 semanas) se encontrdé vacuolizacion
citoplasmica de los hepatocitos (inclusion de lipidos), particularmente en el area
centrolobulillar del higado. Concluyendo que el PM produce dafio hepatico oxidativo

y estructural en la exposicion subaguda y dafio estructural en la intoxicacion cronica.

1.1.1.Contaminacion por insecticidas organofosforados
Se denomina insecticida organofosforado (IOF) a las sustancias derivadas de la
molécula de acido fosforico(10), también denominadas sustancias organicas de

sintesis, es decir fabricadas por el hombre que no existen de forma natural.(11)

El uso de plaguicidas en todo el mundo ha incrementado, por los beneficios de
calidad y cantidad sobre los cultivos, asi también sus efectos sobre los agricultores
expuestos a los mismos, por el mal uso y el desconocimiento de los problemas que

estos causan sobre la salud humana.(12)

Actualmente, mas de 40 plaguicidas organofosforados estan registrados para su
uso(10), todos con el riesgo de causar intoxicaciones agudas, compartiendo un
mecanismo comun de inhibidor de la colinesterasa, la exposicion a multiples
organofosforados por rutas maltiples podria conllevar a una intoxicacion seria.(13)
En la dltima década se lo ha denominado como el arma quimica de los paises pobres

por su facil adquisicién y su poder mortifero.(8)

1.1.2. Mecanismo de accion

Las alteraciones producidas por plaguicidas organofosforados se desarrollan a través
de la fosforilacion de la enzima acetilcolinesterasa en las terminaciones nerviosas del
humano, los organofosforados reaccionan con la zona esterasica de la enzima

colinesterasa formando una unién estable que si no se la rompe con tratamiento

5



puede tener efectos irreversibles, quedando la enzima inhabilitada para su funcion
normal, esta inhabilitacion enzimética permite la acumulacion de acetilcolina en la
uniones colinérgicas neuroefectoras (efectos muscarinicos), en las uniones
mioneurales del esqueleto y ganglios autonomos (efectos nicotinicos) y en el sistema

nervioso central.(11)

La acetilcolina en un neurotransmisor que interactia con los receptores
postsinapticos (nicotinicos y muscarinicos), siendo también responsable de la
transmision fisiologica del impulso nervioso de(10): 1. las fibras colinérgicas
postganglionares simpaticas y parasimpaticas de las células ganglionares (receptores
muscarinicos), 2. las neuronas preganglionares a las postganglionares en los sistemas
simpatico y parasimpatico (receptores muscarinicos), 3. Los nervios motores al
musculo esquelético(10) (receptores nicotinicos), 4. Algunas terminaciones nerviosas
en el sistema nervioso central. Una vez liberada, interactia con su receptor, la
acetilcolina es destruida por la accion de la colinesterasa, la cual reacciona con el
neurotransmisor hidrolizando y produciendo colina y acido acético, que entran al

pool metabdlico presinaptico para ser utilizado nuevamente.(11)

La intoxicacion por plaguicidas de tipo organofosforados puede generar tres cuadros

clinicos como: intoxicacién aguda, sindrome intermedio, neurotoxicidad tardia.(11)

e La intoxicacion aguda a causa de la absorcion de plaguicidas
organofosforados, denominado también como sindrome colinérgico(10) va
acompariado por signos y sintomas, provocados por la excesiva estimulacion
de los receptores de acetilcolina, y que se caracteriza principalmente por
cambios en el estado de conciencia, debilidad muscular, y excesiva actividad
secretora, la aparicion de este cuadro serd entre las primeras 12 horas
después de la exposicion al tdxico, dependiendo la edad, la cantidad ingerida
, ¥ la actividad intrinseca del producto organofosforado. (11)

e EI sindrome intermedio a causa de la absorcion de plaguicidas
organofosforados, ocurre después de la resolucion de la crisis colinérgica
aguda generalmente después de 24 a 96 horas de la exposicion, este
sindrome estd caracterizado por debilidad muscular, principalmente facial,
cervical y de los musculos proximales de las extremidades.(13) en algunos
estudios se ha demostrado que el sindrome intermedio solo aparece en

6



pacientes con inhibicion prolongada de la acetilcolinesterasa y que la
presencia del sindrome no depende del tipo de tdxico involucrado.(11)

La neurotoxicidad tardia a causa de la absorciébn de plaguicidas
organofosforados, afecta principalmente a las personas que estan expuestas a
organofosforados que contienen fltor, se presenta entre la primera o cuarta
semana después de una intoxicacion aguda.(11) La fisiopatologia de este
sindrome se da por la inhibicion de una enzima axonal conocida como
esterasa neurotoxica del sistema nervioso y el incremento de calcio ionico
intracelular por la alteracion de la enzima calcio-calmodulina-quinasa I,
dafando los axones de los nervios periféricos y centrales, afectando
principalmente las extremidades, en especial las piernas, produciendo
debilidad, paralisis o parestesia, persistiendo desde semanas hasta afios.(13)

1.2. OBJETIVOS:

1.2.1. Objetivo general:

Investigar los niveles bioquimicos y hematicos de agricultores expuestos a
plaguicidas de tipo organofosforados del canton Pillaro

1.2.2. Objetivos especificos:

Analizar el nivel de concentracion de la acetilcolinesterasa en la poblacion de
agricultores expuesta a los plaguicidas de tipo organofosforados

Analizar los parametros bioquimicos que reflejan la funcién hepética en la
poblacion de agricultores expuesta a organofosforados

Evaluar los niveles de acetilcolinesterasa en la poblacién de agricultores
expuestos a plaguicidas de tipo organofosforados en relacion a su grupo
etario y sexo.

Evaluar los niveles de acetilcolinesterasa en la poblacion de agricultores
expuestos a plaguicidas de tipo organofosforados segun el tiempo de

exposicion y el uso o no de equipos de bioseguridad.

1.2.3. Cumplimiento de objetivos

Se investigo los niveles bioquimicos y hematologicos en 40 agricultores
expuestos a organofosforados del canton Pillaro, mediante la medicion de la

concentracion de acetilcolinesterasa y pardmetros bioquimicos que reflejan la



funcidn hepatica, midiendo la concentracion enzimatica de TGO, TGP y
fosfatasa alcalina, después de analizar estos pardmetros se evalu6 mediante
tablas cruzadas la concentracion de acetilcolinesterasa en relacion al grupo

etario, sexo, tiempo de exposicion y el uso de bioseguridad.



CAPITULO I
2. METODOLOGIA
2.1.Materiales equipos y casas comerciales de reactivos

2.1.1. Material para la extraccion
e Torundas de algodon

e Alcohol antiséptico

e Capsula para vacutainer

e Tubos al vacio tapa roja y lila

e Funda roja

e Funda negra

e Recipiente para desechos corto punzantes
e Guantes de latex

e Torniquete

e Mandil

e gradillas

2.1.2. Equipos
e Sysmex Kx 21 M de roche (quimica sanguinea).
e COBAS C111 de roche (hematologia)

e Centrifuga

2.1.3. Casa comercial de reactivos
¢ Human
e Wiener Lab

2.2.METODO

2.2.1. Nivel o tipo de investigacion

La presente investigacion tiene los siguientes niveles y tipos de investigacion.

2.2.1.1. Estudio experimental: Porque permite determinar las alteraciones en la
concentracion sérica de la enzima acetilcolinesterasa y alteracién en la

funcidon hepatica producida como efecto secundario a la exposicion de



plaguicidas organofosforados en la poblacion de agricultores del canton
Pillaro.
2.2.1.2. Asociacion entre variables: porque se relaciona la variable dependiente
con la independiente. La variable dependiente, que es la alteracion en la
concentracion sérica de la enzima acetilcolinesterasa y del perfil hepético
en la poblacion de agricultores del cantdon Pillaro y la variable
independiente que es el estudio de las alteraciones organicas producidas
por el uso de plaguicidas de tipo organofosforado.
2.2.1.3. Estudio predictivo: porque se predice las posibles afecciones en el
organismo, producto de la exposicion a plaguicidas organofosforados.
2.2.1.4. Estudio bibliogréafico: porque se realiz6 una revision bibliografica de los
antecedentes escritos sobre alteraciones organicas por la exposicion a

plaguicidas organofosforados.

2.2.2. Poblacién
La poblacién objeto de estudio esta compuesta por 40 agricultores expuestos a
plaguicidas organofosforados, clasificAndolos segun la edad, sexo, tiempo de

exposicion y uso de bioseguridad seleccionado a los siguientes criterios:

2.2.3. Criterios de inclusion

e Pobladores del canton Pillaro cuya actividad econémica sea la agricultura.

e Agricultores expuestos a plaguicidas tipo organofosforados.

e Agricultores expuestos a plaguicidas tipo organofosforados en edades
comprendidas entre 20 y 65 afios.

e Agricultores expuestos a plaguicidas de tipo organofosforados por 5 afios o

mas.

2.2.4.Criterios de exclusion

¢ Agricultores expuestos a plaguicidas tipo organofosforados con antecedentes
de hepatopatias previas.

¢+ Agricultores expuestos a plaguicidas tipo organofosforados con antecedentes

de anemia.

10



2.2.5. Descripcion de la intervencidn y procedimientos para la recoleccion
de informacién

2.2.5.1. Pasos de la investigacion

Para realizar la presente investigacion el primer paso fue identificar el lugar en donde
se va a trabajar, en este caso seria los alrededores del cantén Pillaro, donde mediante
la colaboracion de los jefes de comunidad se pudo identificar a las personas que
tienen varios afos trabajando en el ambito de la agricultura especialmente en el

cultivo de papas.

Una vez identificadas las personas se procedid a dar una explicacion sobre el tema de
investigacion y cuél es el fin de nuestro trabajo, para que consiguientemente
procedieran a firmar la carta de consentimiento y proceder a extraer la muestra
sanguinea mediante puncion venosa, respetando siempre los protocolos de

bioseguridad para el paciente y el analista:

2.2.5.2. Procedimiento para venopuncion

e Colocarse el mandil, lavarse las manos y ponerse los guantes.

e Colocar al paciente de la manera que se sienta comodo para la extraccion.

e Preguntar los datos del paciente para proceder a la extraccion.

eExplicar el proceso que se va a realizar al paciente, previo a la aceptacion del
mismo para trabajar con la muestra y rotular los tubos.

e Palpar la vena en el antebrazo para proceder a la extraccion.

e Colocar el torniquete de 7.5 a 10 cm del lugar donde se va a realizar la puncién.

e Proceder a desinfectar la zona.

e Colocar la aguja en la capsula de vacutainer.

e Se procede a pinchar en la vena y se procede a llenar los tubos para el anélisis.

¢ Quitar el torniquete, sacar la aguja y limpiar la zona nuevamente con alcohol.

e Desechar la aguja y torunda en los respectivos botes.

e Llevar las muestras al laboratorio en una caja térmica con gel refrigerante con una
temperatura aproximada a 6°C para centrifugarlas y su respectivo analisis que

debera ser dentro de las siguientes 2 horas.

Se analiz6 cada una de las muestras mediante los diferentes métodos analiticos, para

lo cual se siguié cada uno de los procesos, para el manejo del equipo y reactivos del
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fabricante. Determinando los niveles de colinesterasa, TGO, TGP, fosfatasa alcalina,
bilirrubinas directa, total y biometria hematica. Una vez que las muestras estan ya en
el laboratorio UTA, se las llevara a centrifugar a 5000 RPM exactamente por 10 min.
Para luego proceder a pasar el suero hacia tubos limpios previamente rotulados. Los
tubos de tapa lila para su procedente analisis se los colocara en un agitados, para su
respectivo analisis en el equipo hematoldgico. Primero se realizd un analisis
hematoldgico para la deteccion de anemia para descartar muestras que nos puedan
dar falsos positivos y seguir con la investigacion. Después de la investigacion de
anemia se procede a la determinacion de la acetilcolinesterasa utilizando el método
cinético espectrofotométrico de la casa comercial Wiener-lab en cada una de las 40
muestras obtenidas de los agricultores expuestos a plaguicidas de tipo
organofosforados, luego se realiz6 pruebas de medicion de la funcion hepatica como:
Aspartato aminotransferasa TGO mediante la prueba liquilUV, alanina
aminotransferasa TGP mediante la prueba liquiUV y Bilirrubinas mediante la prueba
liquicolor, analizadas mediante insertos de la casa comercial human, también se
realizo la determinacion de fosfatasa alcalina mediante el inserto de la casa comercial
Wiener-lab, se utiliz6 en la determinacion de las concentraciones, métodos cinéticos
espectrofotométricos. Se reporté cada uno de los resultados en la hoja de registro
para que luego sean entregadas a sus respectivos pacientes.

Los resultados obtenidos seran analizados mediante tablas estadisticas y graficas de
frecuencia y seran analizados mediante t-Student y chi cuadrado para determinar la

relevancia estadistica.

2.2.6. Aspectos éticos
2.2.2.6.1. Autonomia del paciente

El presente proyecto de investigacion, se uso el principio de autonomia de cada
paciente, proporcionando los pormenores de los examenes que se los va a realizar,
tomando en cuenta que el paciente tiene la libertad y responsabilidad de decidir que
es bueno para su integridad, sin influencias ni presiones externas, respetando asi sus

derechos humanaos.
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2.2.2.6.2. Consentimiento informado
Respetando los derechos humanos, para la realizacidn de este proyecto investigativo,
se aplico una carta de consentimiento informado, solicitando la aprobacion de cada

uno de los pacientes para la extraccion y ejecucion de sus fluidos biologicos.
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CAPITULO Il

3.1. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

El presente proyecto de investigacion se enfocd en la determinacion de la enzima
colinesterasa, TGO, TGP, bilirrubinas (total, directa), fosfatasa alcalina, en
agricultores procedentes del canton Pillaro que utilicen plaguicidas organofosforados

para el cuidado de cultivos.

Para esto se realiz6 una recoleccion de muestra sanguinea venosa, para proceder a
realizar la determinacion de la concentracion sérica de la acetilcolinesterasa, asi
como alteraciones en las pruebas de funcionalidad hepatica, con el fin de conocer si
la exposicidn a organofosforados afecta o no a agricultores expuestos directamente.

Los resultados obtenidos se expresaran mediante tablas y graficos de acuerdo a la

edad sexo, tiempo de exposicidn y uso de bioseguridad.

3.1.1. RESULTADOS

Se estudidé una poblacién de 40 agricultores que estan expuestos a plaguicidas
organofosforados del canton Pillaro quienes dieron su autorizacion mediante
consentimiento informado para el estudio, donde se los clasifico dependiendo su
edad, sexo, tiempo de exposicion y el uso de equipo de bioseguridad frente a

plaguicidas de tipo organofosforados.
Caracterizacion de la poblacién demograficamente:

Tabla 1. Datos demograficos segun la edad

EDAD
Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje | valido acumulado
Valido  25-35 12 30,0 30,0 30,0
36-45 112 30,0 30,0 60,0
46-55 11 27,5 27,5 87,5
56-65 3 7,5 7,5 95,0
66-75 1 2,5 2,5 97,5
76-85 1 2,5 2,5 100,0
Total 40 100,0 100,0

Elaborado por: El investigador
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La edad de los agricultores estudiados expuestos a organofosforados esta
conformada: de 25-35 afios que representa el 30%, de 36-45 afos que representa el
30%, de 46-55 afios que representa el 27,5%, de 56-65 afios que representa el 7,5 %,

de 66-75 afios que representa el 2,5%, de 76-85 afios que representa el 2,5%.

Tabla 2. Datos demogréficos segln el género

GENERO

Porcentaje | Porcentaje

Frecuencia|Porcentaje| valido |acumulado

Valido F 20 50,0 50,0 50,0
M 20 50,0 50,0 100,0
Total 40 100,0 100,0

Elaborado por: El investigador

El género de los agricultores estudiados expuestos a organofosforados esta

conformado por: 20 hombre 50% y 20 mujeres 50%.

Tabla 3. Nivel de concentracion de acetilcolinesterasa en agricultores expuestos a
plaguicidas organofosforados.

MEDICION DE ACETILCOLINESTERASA

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje| valido |acumulado
Valido 3140-

5100 U/l 33 82,5% 82,5 82,5

MENOR

A 3139.9 7 17,5% 17,5 100,0

U/l
Total 40 100,0 100,0
Elaborado por: El investigador
Analisis

En el total de la poblacion estudiada se pudo observar una disminucion de la
concentracion de acetilcolinesterasa en 7 agricultores los cuales representa un 17,5%
de la poblacion objeto de estudio, porcentaje que no es estadisticamente significativo

segun t-Student con grados de libertad de 39 segun la tabla de valores, donde el valor
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limite es 1,6849, obteniendo en nuestro andlisis el valor de 3,636 es decir que nuestro

resultado estd fuera de la zona de aceptacién; y 33 agricultores objeto de estudio

presentan valores normales en la concentracion sérica de acetilcolinesterasa,

representando un 82,5%.

Tabla 4. Determinacion de parametros bioquimicos, TGO, TGP, bilirrubina directa,
indirecta y fosfatasa alcalina de los agricultores expuestos a plaguicidas

organofosforados.
Frecuencia | Porcentaje Pf)lfcentaje
valido
Hombres
<37U/ |20 50
TGO > 37_ u/l 0 0 -
Mujeres
<31U/l |20 50
>31 U/ 0 0
Hombres
<42 U/l |20 50
TGP >42_U/I 0 0 00
Mujeres
<32 U/l 20 50
>32 U/l 0 0
ST
BIL.D g 100 -
> 25 0
mg/dI
<1,1mg/dl 40
BIL. T 100 100
>1,1mg/dl [0
- I {40
FOSF. ALC 80-306 u/ 100 0
>306 u/l |0
Elaborado por: El investigador
Analisis

De la muestra estudiada se puede evidenciar que no existe alteraciones significativas

en la concentracion de las enzimas hepaticas, lo que evidencia que no existio signos

de hepatotoxicidad en el grupo de agricultores estudiados.
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Tabla 5. Tabla cruzada de la concentracion de acetilcolinesterasa en agricultores
expuestos a plaguicidas organofosforados en relacion a la edad.

Concentracion de colinesterasa sérica en relacion a la edad

COLIESTERASA
MENOR
3140-6100 | A 3139.9
u/i u/i Total
EDAD 25-35 Recuento |10 2 12
(0)
% delloc e |5.00% 30.0%
total
36-45 Recuento |8 4 12
(0)
0 dellon e 1100%  |30.0%
total
46-55 Recuento |10 1 11
(0)
0 dellon e, |25% 27 5%
total
56-65 Recuento |3 0 3
(0)
%o dell, gy 0,0% 7.5%
total
66-75 Recuento |1 0 1
(0)
%o dell, gy 0,0% 2 50
total
76-85 Recuento |1 0 1
(0)
% dell, gy 0.0% 2 50
total
Total Recuento |33 7 40
(0)
0 delloo s 1175%  |100.0%
total

Fuente: Andlisis bioquimico de la concentracidn sérica de colinesterasa aplicado a los agricultores
expuestos a plaguicidas organofosforados del cantén Pillaro.

Elaborado por: El investigador
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Gréfico 1. Analisis de la concentracion sérica de acetilcolinesterasa de los
agricultores expuestos a plaguicidas organofosforados en relacion a la edad.
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Fuente: Andlisis bioquimico de la concentracién sérica de colinesterasa aplicado a los agricultores
expuestos a plaguicidas organofosforados del canton Pillaro.

Elaborado por: El investigador

Anélisis

Segun los examenes de laboratorio realizados a los 40 agricultores se puede observar
que la disminucion de acetilcolinesterasa esta presente en agricultores, en edades
comprendidas: entre 25-35 afios por 2 agricultores que representa el 5,0%, entre 36-
45 por 4 agricultores que representa 10,0%, entre 46-55 afios por 1 agricultor que
representa el 2,5%. Porcentajes que no son estadisticamente significativos segun t-
Student con grados de libertad de 39 segun la tabla de valores, donde el valor limite
es 1,6849, obteniendo en nuestro analisis el valor de 4,125 es decir que nuestro

resultado esta fuera de la zona de aceptacion.
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Tabla 6. Tabla cruzada de la concentracion sérica de acetilcolinesterasa en
agricultores expuestos a plaguicidas organofosforados en relacion al género

Concentracion sérica de acetilcolinesterasa en relacion al genero

GENERO
F M Total
Colinesterasa 3140- Recuento | 16 17 33
6100 U/l 9% del
40,0% 42.5% 82,5%
total
MENOR Recuento |4 3 7
A 3139.9 9 del
10,0% 7.5% 17,5%
u/l total
Total Recuento | 20 20 40
% del
50,0% 50,0% 100,0%
total

Fuente Analisis bioquimico de la concentracion sérica de colinesterasa aplicado a los agricultores
expuestos a plaguicidas organofosforados del canton Pillaro.

Elaborado por: El investigador

Grafico 2. Andlisis de la concentracidn sérica de acetilcolinesterasa en agricultores
expuestos a plaguicidas organofosforados en relacién al género.
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Fuente: Andlisis bioquimico de la concentracidn sérica de colinesterasa aplicado a los agricultores
expuestos a plaguicidas organofosforados del canton Pillaro.

Elaborado por: El investigador
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Anélisis

Segun los examenes de laboratorio realizados a los 40 agricultores se puede observar
que la disminucion de acetilcolinesterasa esta presente en 7 pacientes: 4 mujeres que
representa un 10,0% y en 3 hombres que representa un 7,5%. %. Porcentajes que no
son estadisticamente significativos segin chi cuadrado con grados de libertad de 39
segun la tabla de valores, donde el valor limite es 37,3354, obteniendo en nuestro
analisis el valor de 37,4734 es decir que nuestro resultado estd fuera de la zona de
aceptacion.

Tabla 7. Tabla cruzada de la concentracién sérica de acetilcolinesterasa en
agricultores expuestos a plaguicidas organofosforados en relacion al tiempo de

exposicion.
Colinesterasa
MENOR
A 3139.9
3140-6100 u/L u/L
EXPOSICION BAJA Recuento |9 0
% 22,5% 0,0%
MEDIANA Recuento |19 7
% 47,5% 17,5%
ALTA Recuento |5 0
% 12,5% 0,0%
Total _I?s::lento 33 7
% 82,5% 17,5%

~ Fuente Analisis bioguimico de la concentracion sérica de colinesterasa aplicado a los agricultores_
expuestos a plaguicidas organofosforados del cantén Pillaro.

Elaborado por: El investigador
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Gréfico 3. Analisis de la concentracion sérica de acetilcolinesterasa en agricultores
expuestos a plaguicidas organofosforados en relacion al tiempo de exposicion.
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Fuente: Andlisis bioquimico de la concentracién sérica de colinesterasa aplicado a los agricultores
expuestos a plaguicidas organofosforados del canton Pillaro.

Elaborado por: El investigador

Andlisis

Segln los examenes de laboratorio realizados, donde se agrupd el tiempo de
exposicion, definiendo como de baja exposicion agricultores expuestos de 5 a 10
afios, de mediana exposicion agricultores expuestos de 11 a 30 afios, y de alta
exposicion > a 31 afios en total de 40 agricultores; se puede observar que la
disminucion de acetilcolinesterasa estd presente en 7 agricultores, los cuales se
encuentran en el grupo de mediana exposicion, lo que representa el 17.5%.
Porcentajes que es estadisticamente significativos segun chi cuadrado con grados de
libertad de 39 segun la tabla de valores, donde el valor limite es 37,3354, obteniendo
en nuestro analisis el valor de 4,173 es decir que nuestro resultado esta dentro de la

zona de aceptacion.
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Tabla 8. Tabla cruzada de la concentracion sérica de acetilcolinesterasa en
agricultores expuestos a plaguicidas organofosforados en relacion el uso o no de
equipo de proteccion para bioseguridad.

Concentracion de sérica acetilcolinesterasa en relacion al uso de
equipo de proteccion para bioseguridad
Colinesterasa

Menor
a
3140-6100 | 3139.9
u/L u/L Total
Uso de No usan Recuento 0 7 7
bioseguridad material de %
) bioseguridad 0% 17.5%
Si usan Recuento 33 0 33
material de %

9 9
bioseguridad 82,5%| 0%

Total Recuento 33 7 40
% 100,0%

Fuente: Andlisis bioquimico de la concentracién sérica de colinesterasa aplicado a los agricultores
expuestos a plaguicidas organofosforados del cantén Pillaro.

Elaborado por: El investigador

Gréfico 4. Andlisis de la concentracion sérica de acetilcolinesterasa en agricultores
expuestos a plaguicidas organofosforados en relacion el uso o no de equipo de
proteccién para bioseguridad
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:l No uso de bioseguridad :l Uso de bioseguridad

Fuente: Andlisis bioquimico de la concentracidn sérica de colinesterasa aplicado a los agricultores
expuestos a plaguicidas organofosforados del cant6n Pillaro.

Elaborado por: El investigador
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Anélisis

Segun los examenes de laboratorio realizados a 40 agricultores expuestos a
plaguicidas organofosforados, se observa que 7 agricultores no utilizan ningun tipo
de normas de bioseguridad para proteger su salud, representando un 17% de la
poblacion total, Porcentaje que es estadisticamente significativos segun chi cuadrado
con grados de libertad de 39 segun la tabla de valores, donde el valor limite es

37,3354, obteniendo en nuestro andlisis el valor de 2,669 es decir que nuestro

resultado esté dentro de la zona de aceptacion.

3.1.2. Discusién

De acuerdo a los resultados obtenidos en nuestra investigacion se puede apreciar que
la exposicion a plaguicidas organofosforados puede afectar el estado de salud de las
personas expuestas directamente, evidenciando mediante la disminucion de la
acetilcolinesterasa, la cual estd representada por un 17,5% del total de nuestra
poblacion objeto de estudio, lo cual coincide con el estudio realizado en Quito por
Martha Guanochanga (2018), en una empresa, en donde se evidencidé que el 10,1%
de trabajadores expuestos a plaguicidas de tipo organofosforados presentaron niveles
relativamente bajos de acetilcolinesterasa.(9) De igual manera un estudio realizado
en la ciudad de Loja por Pizarro Silvana (2014) en usuarios de organofosforados en
labores agricolas, muestras que en una poblacion conformada por 63 pacientes se
encontré que 10 casos de agricultores presentaron niveles de acetilcolinesterasa
disminuida.(14)

Con respecto a las alteraciones de la funcion hepética no se evidencia en nuestra
poblacién objeto de estudio, alteraciones enzimaticas a diferencia de estudios
realizados por Maria Iza (2016), donde, si se evidencio un aumento significativo de
las enzimas en 7 de 44 trabajadores expuestos a organofosforados.(8) De igual
manera un estudio realizado por Martha Guanochanga, en la ciudad de Quito (2018),
pudo evidenciar que en una poblacion de 109 personas expuestos a plaguicidas de
tipo organofosforados, 11 presentaron alteraciones de las enzimas hepaticas: TGO en
el 45.5% (5 trabajadores), TGP en el 336.4% (4 personas) y fosfatasa alcalina en el
27.3 (3 trabajadores), considerando que estos resultados no son indicativo de

hepatotoxicidad.(9)
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Con respecto al tiempo de exposicién se evidencia que, de los 40 agricultores
expuestos a plaguicidas organofosforados, 7 de ellos tienen baja concentracion de
acetilcolinesterasa, observando que se encuentra en un mediano rango de exposicion,
comprendido entre 11 a 30 afios. Al igual que en estudios realizados por Maria Iza
(2016),en 44 pacientes donde 7 de ellos tenian disminucion en la concentracion de la
acetilcolinesterasa, concluyendo que la disminucién en la concentracion de la enzima
se ve afectada por el tiempo de exposicion y la actividad que desempefian los

floricultores.(8)

En nuestro estudio se evidencia que de los 40 agricultores objeto de estudio, 7 de
ellos no utilizan ningdn método de bioseguridad, en los cuales se reflejé la
disminucion de la concentracion de acetilcolinesterasa, es decir las personas que no
tienen conocimiento del uso de métodos de bioseguridad frente a este tipo de
plaguicidas tienen mas predisposicion a presentar afectaciones en su estado de salud

lo cual evidenciamos en la disminucién de la concentracion de la acetilcolinesterasa.
3.2. HIPOTESIS

3.2.1. Hipotesis nula
La concentracion sérica de la enzima acetilcolinesterasa, no varia en la poblacién de
agricultores del canton Pillaro expuestos a plaguicidas de tipo organofosforados, de

acuerdo con el tiempo de exposicion y uso de equipos de bioseguridad.

3.2.2. Hipotesis alternativa

La concentracion sérica de la enzima acetilcolinesterasa, va a disminuir en la
poblacién de agricultores del cantdén Pillaro expuestos a plaguicidas de tipo
organofosforados, de acuerdo con el tiempo de exposicion y uso de equipos de

bioseguridad.

3.2.3. Verificacion de hipotesis

Del total de las muestras de los agricultores objeto de estudio expuestos a plaguicidas
organofosforados objeto de estudio, se detectd6 7 muestras donde la
acetilcolinesterasa esta disminuida, a continuacion, se mostrara la representacion

estadistica de la verificacion de la hipotesis:
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La significancia estadistica en nuestro estudio de acuerdo a la concentracion de la
acetilcolinesterasa con grados de libertad de 39 segln la tabla de valores de t-Student
tenemos un valor limite de 1,6849, segin nuestro andlisis realizado el valor de t-
Student en nuestro estudio es 3,636. Concluyendo que nuestro resultado esta fuera de
la zona de aceptacion y deduciendo que nuestra hipétesis nula es aceptada y se
rechaza la hipoétesis alterna.

La significancia estadistica en nuestro estudio con relacion a la edad y la alteracion
de la acetilcolinesterasa, con grados de libertad de 39 segun la tabla de valores de t-
Student tenemos un valor limite de 1,6849, segun nuestro analisis realizado el valor
de t-Student relacionando a los agricultores expuestos a plaguicidas
organofosforados, poblacion objeto de estudio es 4,125 es decir que nuestro resultado
estd fuera de la zona de aceptacion, deduciendo que nuestra hipotesis nula es
aceptada y se rechaza la hipotesis alterna.

La significancia estadistica en nuestro estudio con relacion al género y la alteracion
de la acetilcolinesterasa, con grados de libertad de 39 segun la tabla de valores de chi
cuadrado tenemos un valor limite de 37,3354, segin nuestro analisis realizado el
valor de chi cuadrado relacionando a agricultores expuestos a plaguicidas
organofosforados, poblacion objeto de estudio es 37,4734 es decir que nuestro
resultado esta fuera de la zona de aceptacion, deduciendo que se acepta nuestra
hipétesis nula y se rechaza la hipétesis alterna.

La significancia estadistica en el presente estudio en relacion al tiempo de exposicion
y la alteracion de la acetilcolinesterasa, con grados de libertad de 39 segun la tabla de
valores de chi cuadrado tenemos un valor limite de 37,3354, segin nuestro analisis
realizado el valor de chi cuadrado en relacion de agricultores expuestos a plaguicidas
organofosforados, poblacién objeto de estudio es 4,569. Concluyendo que nuestro
resultado 4,569 esta dentro de la zona de aceptacion, deduciendo que nuestra

hipdtesis alterna es aceptada y se rechaza la hipétesis nula.

La significancia estadistica en el presente estudio en relacion al uso o0 no de medidas
de bioseguridad vy la alteracion de la acetilcolinesterasa, con grados de libertad de 39
segun la tabla de valores de chi cuadrado tenemos un valor limite de 37,3354, segun

nuestro analisis realizado el valor de chi cuadrado relacionando a los agricultores
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expuestos a plaguicidas organofosforados, poblacion objeto de estudio es 2,6609.
Concluyendo que nuestro resultado 2,669 estd dentro de la zona de aceptacion,

deduciendo que nuestra hipdtesis alterna es aceptada y se rechaza la hipétesis nula.
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CAPITULO V

4.1. Conclusiones:

En nuestro estudio logramos evidenciar que la exposicion a plaguicidas tipo
organofosforados puede ocasionar alteraciones en el estado de salud,
evidenciado con la disminucion en la concentracion de la enzima
acetilcolinesterasa, a pesar de no resultar estadisticamente significativa para
la poblacion objeto de estudio.

En nuestra investigacion no se evidencia afeccion en la funcion hepatica de
los agricultores expuestos a plaguicidas organofosforados, en vista que no se
observa cambios relevantes en la concentracion enzimética de; TGO, TGP,
bilirrubinas y fosfatasa alcalina.

Se evidencia que la disminucion en la concentracion de la enzima
acetilcolinesterasa en agricultores expuestos a plaguicidas organofosforados,
no se ve influenciada por la edad y sexo de la poblacién.

En nuestro estudio se observo que el tiempo de exposicion a plaguicidas de
tipo organofosforados va a influir en la disminucién de la concentracién de la
enzima acetilcolinesterasa, ya que la poblacion afectada en nuestra
investigacién presentd un tiempo de exposicion entre 11 y 31 afios.

Se logro determinar que el desconocimiento de las medidas de bioseguridad
para la manipulacion de plaguicidas organofosforados, aumenta la
probabilidad de presentar afeccion en el estado de salud, evidenciada con la
disminucion en la concentracion de la enzima acetilcolinesterasa,
concluyendo que es un factor predisponente para la alteracion del estado de

salud.
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ANEXOS

ANEXO 1: Resultado de la encuesta realizada a los agricultores expuestos a plaguicidas organofosforados del canton Pillaro.

Senale tres plaguicidas que usa con frecuencia  |Sefiale si alguno de estos equipos Emplea durante la fumigacion
EDAD Ocupacién dedi:x:lzz ala Afio de.dicados ala . Nivel de Camisa Ninguna de
agricultura instruccion 1 2 3 Mascarilla |  Gafas Guantes los
A manga larga .
anteriores
1 47 Agricultura 25 22 Secundaria Butaclor Clorprofam Guantes
2 47 Agricultura 18 29 Primaria Triciclazol Clorprofam Mascarilla
3 52 Agricultura 26 26 Ninguna Butaclor Guantes Camisa
4 35 Agricultura 6 29 Secundaria Triciclazol Mascarilla Guantes
5 33 Agricultura 15 18 Primario Mancozeb Butaclor Ningur??
proteccion
6 58 Agricultura 35 23 Primaria Mancozeb Mascarilla
7 39 Agricultura 25 14 Ninguna Butaclor Clorprofam Mascarilla
8 70 Agricultura 65 5 Secundaria Butaclor Mascarilla Guantes
9 26 Agricultura 20 6 Secundaria Ranger prN;:iuc?Zn
10 47 Agricultura 29 18 Primaria Triciclazol Butaclor Ningur??
proteccion
11 40 Agricultura 30 10 Primaria ranger Ningur.uf]
proteccion
12 43 Agricultura 20 23 Secundaria Clorprofam Mascarilla
13 54 Agricultura 16 38 Primaria Ranger Camisa
14 76 Agricultura 8 68 Primaria Ranger Mascarilla Guantes
15 64 Agricultura 30 34 Ninguno Clorprofam Mascarilla Camisa
16 39 Agricultura 14 25 Ninguna Ranger Gafas
17 33 Agricultura 24 9 Secundaria Clorprofam Gafas Guantes
18 26 Agricultura 18 8 ranger Clorprofam Mascarilla
19 39 Agricultura 34 5 Secundaria ranger Guantes
20 51 Agricultura 15 36 Primaria Butaclor Mascarilla
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Afios Sefiale tres plaguicidas que usa con frecuencia  (Sefiale si alguno de estos equipos Emplea durante la fumigacion
EDAD Ocupacion  |dedicados ala Afo de.d tadosala . Niel de , Camisa | Ningunade
agricultura instruccion 1 2 3 Mascarilla | Gafas | Guantes
A mangalarga|  los

3 3 Agricultura 14 17 Superior Triciclazol Clorprofam Mascarilla

24 36 Agricultura 15 17 Superior Ranger Guantes Camisa

25 32 Agricultura 17 25 Secundaria Ranger Ningur'\z/a
proteccion

26 37 Agricultura 15 22 Superior Triciclazol Clorprofam Ningur.\e,a
proteccion

27 48 Agricultura 16 1 Superior Triciclazol Gafas

28 36 Agricultura 30 6 Superior Ranger Guantes

29 44 Agricultura 9 32 Superior Ranger Mascarilla

30 I Agricultura 15 18 Superior Triciclazol Clorprofam Gafas Guantes

3 49 Agricultura 15 13 Secundaria Ranger Gafas Guantes

32 47 Agricultura 2 9 Secundaria Ranger Mascarilla Guantes

33 28 Agricultura 20 12 Secundaria Clorprofam Mascarilla Guantes

Rl 52 Agricultura 25 26 Primaria Triciclazol Mascarilla

35 28 Agricultura 19 19 Primaria Triciclazol Mascarilla

36 50 Agricultura 23 21 Secundaria Clorprofam Mascarilla

37 30 Agricultura 2 18 Primaria Ranger Clorprofam Mascarilla

38 29 Agricultura 23 15 Primaria ranger Mascarilla

39 36 Agricultura 25 19 Primaria Triciclazol Mascarilla Guantes Camisa

40 56 Agricultura 24 13 Secundaria Ranger Clorprofam Mascarilla Guantes
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ANEXO 2: Resultado de la medicion de la concentracion sérica de acetilcolinesterasa y perfil hepatico.

EDAD | G.ROJOS Ht Hb COLINESTERASA TGO TGP zILIRRUBINA IBILIRRUBINA :ILIRRUBINA F. ALCALINA
Aflos | X1000/mm3 % g/100ml ul/L ul/I ul/I mg/dl mg/dl mg/dl ul/I
1 47 5'720.000 47.9 16.5 5110 17.7 38.9 0.2 0.4 0.6 67.8
2 47 5810.000 50.2 18 5680 16.6 29.1 0.2 0.3 0.5 78.5
3 52 5'100.000 45.2 14.6 3929 18.3 24.2 0.4 0.2 0.6 170.4
4 35 5'300.000 44.6 14.9 4745 21 18.8 0.3 0.4 0.7 127.1
5 33 4'460.000 39.9 13.3 2859 15.5 14.4 0.4 0.7 1.1 36.6
6 58 5'270.000 47 15.9 5646 28.9 28.3 0.5 0.5 1.0 25.8
7 39 5'680.000 50.7 18.5 4026 19.9 21.9 0.4 0.3 0.7 202.4
8 70 7'560.000 63.8 235 3269 18 16 15 0.7 2.2 207.8
9 26 5'880.000 499 171 2749 21.6 21.7 0.5 0.3 0.8 60.8
10 47 4'590.000 31.5 8.9 2540 9.7 11.9 0.3 0.3 0.6 134.7
11 40 5'330.000 47.2 15.8 2860 16.9 22.8 0.2 0.1 0.3 42.8
12 43 5°340.000 47 15.7 2869 11.9 12 0.2 0.1 0.3 67.2
13 54 5°360.000 45.2 15.0 4144 14.9 18.9 0.6 0.2 0.8 88.5
14 76 4°780.000 41.6 13.9 5076 16.4 231 0.8 0.4 1.2 242.9
15 64 6°790.000 50.1 14.6 3515 25.1 27.9 0.2 0.2 0.3 67.4
16 39 4°240.000 343 11 3819 331 34.4 0.8 0.5 13 60.5
17 33 4°790.000 42.5 14.7 4500 18.8 25.9 0.3 0.1 0.4 187.3
18 26 4°670.000 40 13.7 3390 12.6 9.2 0.8 0.5 13 147.6
19 39 4°700.000 429 141 4852 20.7 17.6 0.3 0.2 0.5 50.6
20 51 4°840.000 42.7 14 4703 26 20.9 0.3 0.4 0.7 51.8
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EDAD |G.R0OJOS Ht Hb COLINESTERASA TGO TGP EILIRRUBINA IBILIRRUBINA :ILIRRUBINA F. ALCALINA

afios | X1000/mm3 % g/100ml ul/L ul/I ul/I mg/dl| mg/dl mg/dl ul/1
21 33 4°650.000 38 125 4392 12.2 11.6 0.4 0.2 0.6 58.4
22 38 6°070.000 50.8 17.3 2980 171 8.2 0.3 0.2 0.5 140.6
23 31 57210.000 46.5 15.8 4085 21.7 15.9 0.3 0.3 0.6 144.5
24 36 5°550.000 47.8 17.1 3382 19.6 13.5 0.3 0.2 0.5 206
25 32 57250.000 44.8 15.7 2989 20.5 8.9 0.4 0.2 0.6 222
26 37 5°840.000 50.4 16.1 3098 10.1 10 0.4 0.2 0.6 193.9
27 48 57100.000 44.2 15.6 4449 7.2 10.8 0.4 0.2 0.6 110.5
28 36 5'860.00 51.7 17.7 4557 14.9 11.3 0.2 0.3 0.5 170.6
29 44 5'570.000 50.8 17.6 4372 26.4 27.7 0.4 0.2 0.6 250.6
30 41 5'540.000 49.3 17.4 4890 13.7 21.8 0.7 0.3 1.0 280
31 49 4'840.00 43.1 14.8 6091 16.1 28.8 0.8 0.2 1.0 270
32 47 4°890.000 45.2 13.3 4416 13.3 37.3 0.8 0.2 1.0 287.2
33 28 4'290.000 39.6 12.8 3667 12.8 25 1.2 0.4 1.6 279.8
34 52 4°690.000 41.7 13.3 4364 24.2 40.1 0.6 0.3 0.9 344
35 28 5'140.000 43.7 14.6 4915 22.9 11.2 0.6 0.2 0.8 418
36 50 4'890.000 45.8 14.8 4850 3.3 9.8 0.4 0.4 0.8 452
37 30 5'570.000 47.8 16.6 4733 25.8 17 0.9 0.2 1.1 480
38 29 4'230.000 36.7 11.9 4783 23.7 32.8 0.3 0.1 0.4 400
39 36 5'500.000 45 14.5 5761 20.3 30.3 0.2 0.2 0.4 452
40 56 5'100.000 50.4 17.3 3500 12.4 34.6 0.3 0.4 0.7 144.5
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Anexo 3: formulario de encuestas dirigido a los agricultores expuestos a
plaguicidas organofosforados del cantén Pillaro.

FORMULARIO PARA EVALUAR LA SALUD DE POBLACIONES VULNERABLES A EXPOSICION POR PLAGUICIDAS

Cddigo de encuesta Cantoén: Parroguia:

1. DATOS SOCIO DEMOGRAFICOS

1) Apellido y Nombre: Peso::Kg. Talla::ltm.
2) Edad
3) Desde que edad se dedicé a la agricuitura ? [_Jafios

4) Méximo nivel de Instruccion alcanzado: 3.Superior ] 2.Secundario [} 1.Primario [—J0.Ninguno 2]
5) Estado civil: 1.Casado[—] 2.Viudo[——] 3.Divorciado[_] 4.Soltero[_]

6) Numero de Hijos :[__]

7) Algdn hijo padece alguna enfermedad? 1.5 2.8o cual?
8) Alguien de sus familiares padece alguna enfermedad? 1.8iC_] 2.No [Jcual?
9) Alguien de sus familiares murié con cdncer ? 1.5  2.No[JQuién?
2. ANTECEDENTES PERSONALES y FAMILIARES
Si ~_No
Toma alcohol?
Fuma?

Hubo abortos en la familia?
Alguin miembro familiar presenta malformaciones (discapacidad)?

IR I TES

9) Con qué frecuencia consume alcohol: 3. Todos los diasT_1 2. 1vez/semanal—] 1. 1vez/mesC_] 0.Nunca (]
10) Su estado de salud es: 4.Malo[ ] 3.RegularC_] 2.Bueno[ ] 1.Muybueno[ ] 0.Excelente[ ]

11) Presenta o presenté alguna de las siguientes enfermedades?

Enfermedades St ~ NO

1.Diabetes

2.Presién elevada

3.Problemas en la piel

4.Neumonia, Asma o Bronquitis
5.Enfermedades del corazén
6.Cancer

7.Problemas del rifién

8.Hepatitis

9.Tiroides

10.Temblor involuntario( Parkinson)

12) En el Gltimo mes ha presentado alguno de los siguientes sintomas?
St . NO

1.Cansancio excesivo

2.Dolor de cabeza con una sensacién de pesadez
3.Alteraciones del suefio

4,A veces siente una profunda tristeza

5.Cambio de cardcter

6.5uda mucho
7.Picazén en la piel
8.Manchas en piel
9.Enrojecimiento de la piel
Neurolégicos ' s | N0
10.Mareos o vértigo
11.Temblores en las piernas
12.Hormigueos en el cuerpo
13.Nerviosismo

| 14.5e olvida con facilidad
15.Dificultad para caminar
16.Debilidad muscular
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17.Dificultad en el lenguaje

18'.Difi‘cultad para concentrarse

Oculares

19.Visién borrosa

20.Lagrimeo o irritacién

21.Disminucion de la vision

22.Picazén en los ojos

23.Enrojecimiento.

Cardiorrespiratorios

24.Palpitacibnés rapidas

25.Dolor de pecho

26.Tiene dificultades para respirar

27.Tos

Gastrointestinales

28.5alivacion excesiva

29.Molestias de la garganta

30.Nduseas

31.Vémitos

32.Dolor de estémago

33.Diarrea

34.Estrefiimiento

35.Ardor en el estémago

Urinarios

36.Molestias al orinar

37.Disminucién de la orina

38.Aumento de la orina

39.Hinchazén de brazos y piernas

1it. DATOS TOXICOLOGICOS (Percepcién de riesgo)

Sefiale tres plaguicidas que usa con mas frecuencia ¥

Cuél es la dosis de plaguicida que emplea por hectarea de cultivo?:
Cuél es fa cantidad de terreno que fumiga?
Cuantas fumigaciones realiza al afio?

Cuando fumiga, cuantas horas por dia lo dedica a fumigar?.

La tltima vez que fumigé fue

La peligrosidad de un

B. Olor del producto

1.Color de la etiqueta

0. Nombre del producto

2.Desconoce

plaguicida lo identifica por:

Utiliza un equipo de proteccién a la hora de fumigar?

0.5i 1.No

Sefiale si alguno de estos
equipos emplea durante la
fumigacién

4

1.Mascarilla

g

1.Gafas

1.Guantes

1.Camisa manga larga

Ninguno
de los
anteriores

Si al momento de preparar el
producto, este se derrama, Usted

trabajando

2.No hace caso y sigue

1.Limpia con
abundante agua

0.Lo recoge
y entierra

Los plaguicidas comprados o
sobrantes en donde lo guarda?

1.Dentro de casa

0. En una bodega
lejos de la casa

1.En el lugar donde
guardo los animales

1.En la misma
bomba
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Después de aplicar el plaguicida | 2.5elava | 1.5e da un bafio | 0.5 da un bafio completoy | 3,Primero se

usted lasmanos | completo lava la ropa utilizada; usando | alimenta y luego
guantes para el lavado se da un bafio

Los envases de los plaguicidas | 3.Lo vuelve a emplear en casa 2letiraala | llo 0.Lo quema

que ya estan vacfos, usted para coger agua, maceteros, etc. | basura comin | entierra lejos de la casa

Percepcion/Riesgo 5 N

1.Recibe advertencias sobre el peligro de los plaguicidas

2.Ha comprado alguna vez un plaguicida sin etiqueta?

3.Conoce las condiciones adecuadas de almacenamiento de plaguicidas?

4.Cualquier miembro de la familia puede usar el plaguicida?

5.Acostumbra leer la etiqueta de los envases?

6.5abe usted s alguien se ha enfermado por el uso Indebido de plaguicidas ?

7.Cree que un plaguicida puede ingresar al organismo a través de la piel?

8.Todos los plaguicidas que ocupo son buenos para matar plagas

9.Cree que los plaguicidas dafian el ambiente

10.Ha percibido la ausencia de aves e insectos como abejas y mariquitas?|

11.Emplea los plaguicidas para aumentar la produccién?

12 Regresarfa a las actividades antiguas como: hacer que el terreno descanse 1
affo, no sembrar un solo producto, no usar plaguicidas?

Sefiale el orden en que realiza las siguientes actividades después de fumigar, desde la hasta la (itima E]:
5.Descanso ]  4.Mealimentol]  2.Melavo las manosT_] 3. Me cambio detopal—] L.lavo el fanque[—J

Gracias por su colaboracidn @

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

He sido invitado a participar en la investigacién “Efecto de plaguicidas en la salud de la poblacién” . Entiendo que
se realizard un andlisis de mi muestra de sangre, andlisis neurolégico, para identificar posibles problemas en mi
salud. He sido informado de que no existe ningtn riesgo, y que el beneficio que obtendré es enterarme del
estado de mi salud. Que el costo de los andlisis son completamente gratuitos, y que se guardara absoluta reserva
de mi identidad. Por tanto consiento voluntariamente participar en esta investigacion como participante.

Nombre del Participante Firma del Participante

Teléfono ¢ Email de Contacto para la entrega de resultados
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GPT (ALAT) IFCC mod.

Prueba liquiuv
Alanina aminotransferasa (EC 2.6.1.2)

Presentacion del estuche

12212 16x5ml  Estuche M-test completo
12012 10x 10 ml Estuche completo
12022 8 x50 ml Estuche completo
12032 4 x 250 ml Estuche completo

Método'

Método cinéfico para la determinacion de la actividad de la ALAT
{GPT) de acuerdo a las recomendaciones del panel de expertos de la
IFCC (Federacion Internacional de Quimica Clinica). Sin activacion
por pirdoxalfosfato.

Principio de la reaccion

EPT
2-oxoglutarato + L-alanina < 2 L-glutamato + pinuvato

LDH
Piruvato + NADH + H™ FT—= LJactato + NAD"

Contenidos
12212 12012 12022 12032
[BuF] 1B x4ml 10x8ml 8x 40 ml 4 x 200 ml
1x18ml 2% 10 ml 8x10 ml 4 x50 ml
[BuF] Buffer / Reactivo enzimatico
Buffer TRIS (pH 7.5) 150 mmali
L-alanina 750 mmualil
LDH =1,2 ki
ISUB| Substrato
2-oxoglutarato 90 mmali
MNADH 0,9 mmaolil

Preparacion del reactivo y estabilidad

Procedimiento 1; partida con substrato

Los reactivos estan listos para el uso,

Los reactivos son estables, ain después de abiertos, hasta su fecha
de caducidad cuando se almacenan de 2. 8°C protegidos de la luz.
Evitar la contaminacion del reactivol

Procedimiento 2; partida con muestra
12032 y 12022: Poner el contenido de un frasco en un frasco
[BUF], mezclar cuidadosamente.

F| 12242 Pipetear 1 ml del frasco en un fracco respectiva,
mezclar cuidadosamente.

12012: Fipetear 2 ml del frasco en un frasco respectiva,
mezclar cuidadosamente.
El reactivo de trabajo es estable 4 semanas de 2. 8°C; 5 dias de 15...25°C.

Muestras

Suero, plasma con heparina ¢ con EDTA.

Evitar la hemdlizis!

Dizminucion de |a actividad con 3 dias a +H*C: ~10%
a 20.25°C: ~1T%

Ensayo

Longitud de onda:  Hg 365 nm, 340 nm, 6 Hg 334 nm

Paso de luz: 1cm

Temperatura: 25°C, 30°C o 37°C

Medicion: Frente a aire. (disminucion de la absorbancia)

Llevar los reactivos y cubetas a la temperatura deseada. La
temperatura debe permanecer constante (+ 0,5°C) durante la prueha.

Procedimiento 1 *

Pipetear en cubetas 25°C, 30°C 37°C
Muesira 200 pl 100 pl
Bk 1000 pl 1000 pl
Mezclar, incubar por 5 minutos a la temperatura deseada

SUE] 250 ul 250 pl
Mezclar, leer la absorbancia después de 1 minuto ¥ al mismo tiempo
activar &l crondmetro. Lesr nuevamente la absorbancia exactaments
después de 1, 2 v 3 minutos.

Procedimiento 2 *

Pipetear en las cubetas 25°C, 30°C 37°C
Muesira 200 pl 100 pl
Reactivo de trabajo 1000 pl 1000 pl

Mezclar, leer la absorbancia despuée de 1 minuto y al mismo tempo
activar e cromometro. Leer nuevamente la absorbancia esactamente
despuée de 1, 2y 3 minutos_

* Método semi micro; para método macro multiglicar los volimenes por 2.
Calculos

Para cambios de absorbancia por minuto (AAmin.) entre 0,06-0,08
(Hg 365nm) & de 0,12-0,16 (Hg 334 nm, 340nm) emplear la
medicion de los 2 primeros minutos en el calculo.

{1 minuto de incubacion, 2 minutos de medicion).

UM = AAJmin x partida con muestra partida con substrato
Longitud de onda 25°C, 30°C 37°C 25°C, 30°C aTc
Hg 334 nm 971 1780 1173 2184
340 nm 952 1745 1151 2143
Hg 365 nm 1765 3235 2132 3a71

Factor de conversién de unidades tradicionales U en unidades SI
kat/]

11U = 16,67 x 107 pkatil
1 pkatl =60 L
Caracteristicas de la ejecucion

Linearidad
Si la diferencia de absorbancia por minute (AAMmin.) o la actividad
excede

Longitud de onda [nm] | AAMmin | 25°C, 30°C [UA] | 37°C [UA]
Ho 365 0,080 170 320
Hg 334/340 0,160 190 350

diluir 0,1 ml de la muestra con 0,9 ml de solucion salina fisiolégica
(MaCl 0,9%) v repetir el andlisis usando esta dilucion. Multiplicar &l
resultado por 10.

En suerce con muy alta actividad, la absorbancia inicial puede ser muy
bajo dado que la mayor parte del NADH ya puede haberse consumado
antes de la primera lectura. En este caso, diluir la muesira como
descrito antes.

Los datos tipicos de ejecucion de la prueba pueden ser encontrados
en =l informe de verificacion, accesible via
www.human.def/data’ghfirien-gptli.pdf &
www._human-de.convidataigivvrien-gpdi pat’

Valores de referencia®®

Temperatura 25°C 30°C 37°C IFCC*
Hombres hasta 22uN 30Un 42U 45 Un
Mujeres hasta 17 Ui 23 U0 32un 34 UN

* con activasion por pindoxaifostaio

Control de calidad

Todos los sueros controles con valores de GPT determinados por éste

método pueden ser empleados.

Mosotros recomendamos el uso de nuestro suero de origen animal

HUMATROL o nuestro suero de origen humano SERODOS como

control de calidad.

Automatizacion

Proposiciones para la aplicacion de los reactivos sobre analizadores

estan disponibles sobre demanda. Cada laboratorio tiene que validar la

aplicacion en su propia responsabilidad.

HNota

y contienen azida de sodio (0,095%). Mo ingerirlo. Evitar &l

contacto con la piel y membranas mucosas._
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Anexo 5: Técnica para el analisis de aspartato aminotransferasa.

GOT (ASAT) IFCC mod.

Prueba liquilVv
Aspartato aminotransferasa (EC 2.6.1.1)

Presentacion del estuche

12211 16x5ml Estuche M-Test completo
12011 10 %10 md Estuche completo
12021 & x50 ml Estuche completo
12031 4 %250 mil Estuche completo
Método’

Método cinéfico para la determinacién de la actividad de ASAT de acuerdo a
las recomendaciones del pamel de expertos de la IFCC  (Federacidn
Internacional de Cuimica Clinica) Sin activacidn por pindoxalfosiato.
Principlo de la reaccién

GoT
Z-awoglutarato + L-aspartato  &=——= L-glutamato + axalacetalo

MDH
Oralocetato + NADH + HY  &=——=  L- malato + NAD"
Contenidos
12211 12011 12024 12034
BLUF| 16 x4 ml 10x&ml Bx40mil 4 3 200 ml
SLB 1 x 16 ml 2x10mil Bx10ml 4 x50 ml
Buffer / reactivo enzimético
Buffer TRIS (pH 7,8) 100 mmali
L-aspartato 300 mmalll
LDH =08 KU
MDH 20,6 kU
Substrato
2-oxnglutarato 60 mimol/|
NADH 0,9 mmalil

Preparacidn de reactivos y estabilidad

Procedimiento 1, partida con substrato

Los reactivos estan listos para usar.

Los reactivos son estables, aln después de absertos, hasta su fecha de
caducidad cuando se almacenan de 2._8°C protegidos de la luz. Evitar la
contaminacion.

Procedimiento 2, partida con muestra

12031 y 12021: Poner & contenido de un frasco en un frasco
B mezclar cuidadosamente.

12211: Pipetear 1 ml del frasco en un frasco respectiva,
mezclar cuidadosamente.

[REF] 12041: Pipetear 2 mi del frasco en un frasco respectiva,
mezclar cuidadosamente.

El reactivo de irabajo es estable 4 semanas de 2._8°C y 5 dias de 15._.25°C.

Muestras

Suerc, plasma con heparina & EDTA.
Evitar la hemidlisis !

Disminucidn de la actividad a los 3 dias a +4°C ~ B%,
a20. 25°C ~ 10%.

Ensayo

Longitud de onda: Hg 365 nm, 340 nm & Hg 334 nm

Paso de luz 1 cmi

Temperatura: 25°C, 3 C o 3T°C

Medicidn: Frente al aire (disminuciin de la absorbancia)

Llevar los reactivos vy las cubetas a |a temperatura deseada. La temperatura
debe permanecer constante (+ 0.5°C) durante la prueba.

Procedimiento 1 *

Pipetear en cubetas 25°C. 30°C 37°C
Muestra 200 100 pl
1000 pil 1000 pl
Mezclar, incubar por 5 minulos a la temperatura deseada

250 pl 250 pl
Mezclar, leer la absorbancia después de 1 minulo y al mismo tiempo
acfivar el crondmetro. Leer nuevamente la absorbancia exactamente
después de 1, 2 y 3 minulos.
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Procedimiento 2 *

Pipetear en las cubetas 25°C, 30°C arc
Muestra 200 pl 100 pl
Reactivo de trabajo 1000 i 1000 pl

Mezclar, leer la absorbancia después de 1 minuio y al mismo tempo
activar el crondmeiro. Leer nuevamente la sbsorbancia exactamenie
después de 1, 2 y 3 minutos.

* Metodo semi micro; para métodes maao mulliplicar wiomenes por 2.

Célculos

Para cambios de absorbancia por minuto (AAmin.) de 0,06 a 0,08 (Hg 385
nm) & de 0,12 a 0,16 (Hg 334 nm, 340 nm) (procedimiento 1+2) sdlo emplear
la medicidn de los 2 pimeros minutos en el calculol1 minuto de incubacidn,
2 minutos de medicidn ).

UA = AAmin x partida con muestra partida con substrato
Longitud de onda 25°C, a0°C 37C 25°C. 30°C arc
Hg 334 nm 971 1780 1173 2184
340 nm 8952 1745 1151 2143
Hg 365 nm 1765 3235 2132 3871
Factor de conwersion de unidades tradicionales UA a unidades 5i, katl:
10 = 16,67 x 10 pkat!
1pkatl  =600ULA

Caracteristicas de la ajecucién
Linearidad
5i |a diferencia de absorbancia por minuto (AA/min.) o la actividad excede

Longiud de onda [nm] | AA/min | 25°C, 30°C [UA] | 37°C [UA]
Hg 365 0,080 170 320
Hg 3341340 0,160 180 350

diluir @,1 ml de muestra con 0,9 ml de solucidn salina fisioldgica (MaCl 0.9%)
y repetir el ensayo usando esta dilucion. Multiplicar el resultado por 10.

En sueros con muy alta actividad, la absorbancia inicial puede ser muy bajo
dado que la mayor parte del MADH ya puede haberse consumado antes de |a
primera leciura. En este caso, diluir |la muestra como descrito antes.

Los datos tipicos de ejecucién de |la prueba pueden ser enconfrados en el
informe de verificacidn, accesible Wa

wanw.human. de/dataigh/w/en-goti. pdf &
wernw.human-de.com/data/gb/r/en-gotli. pdf

Valores de referencia®™®
Temperatura 25°C 30eC arc IFCC*
Hombres hasta 18 U4 25U T 35
Mujeres hasta 15 21uA 3w 3

*'pon activacién par peirideoalfosfaio

Control de calidad

Pueden ser empleados todos los sueros control con walores de GOT
determinados por este método.

Mosolros recomendamos el uso de nuesiro suero de origen animal
HUMATROL & nuestro suera de origen humano SERODOS como control de
calidad.

Automatizacion

Proposiciones para la aplicacidn de los reactivos sobre analizadores estan
disponibles sobre demanda. Cada |aboratorio tiene que validar la aplicacidn
&N suU propia responsabilidad.

Notas
¥ contienan azida de sodio (0,095%). No ingeriro. Esitar el
contacto con la piel y membranas mucosas.

Literatura

Clin. Chim. Acta 70, 18-42 (107&)

Synopsis der Leberkrankheiten: H. Wallntfer, E. Schmidt und F.W.
Schmidt, Georg Thieme Verlag, Stutigart 1974

Thefeld, W_ ef ai; Disch. med. Wechr. 89, 343 (1974)

Schumann, G. ef al., Clin. Chem. Lab. Med. 40, T25-733 (2002)
Schumann, G., Klauke, R., Clin. Chim. Acta 327, 69-79 (2003)
Fischbach. F_, Zawta, B., Klin. Lab. 38. 555-561 (1992)
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Anexo 6: Técnica para el analisis de fosfatasas alcalina.

Fosfatasas Alcalina

optimizada

Para la determinacion de la actividad de fosfatasa alcalina en suero

SIGNIFICACION CLINICA

La fosfatasa alcalina es una enzima ampliamente distribuida
en el organismo. Hidroliza los monoésteres del &cido orto-
fosférico en medio alcalino.

En el adulto proviene en parte del higado (fraccion termoesta-
ble) y en parte del hueso, sistema reticuloendotelial y vascu-
lar (fraccion termolabil), dando lugar a distintas isoenzimas.
La actividad sérica de fosfatasa alcalina 6sea, en condiciones
normales, alcanza su mayor actividad en los nifios en edad
de crecimiento (llegando a triplicar los niveles del adulto)
debido a que esta isoenzima se localiza en los osteoblastos
(relacionados con la calcificacion y formacién de estructuras
6seas). También es fisiolégico el aumento que se produce
al final del primer trimestre del embarazo, a expensas de la
isoenzima placentaria que en este periodo alcanza niveles
maximos (aproximadamente el doble de los valores normales).
Entre las patologias que afectan la actividad sérica de fosfatasa
alcalina, se pueden citar: carcinomas metastasicos en higadoy
en hueso (productores de enzima), colestasis biliar, fenémenos
osteoblasticos, trastornos de malabsorcion acompafados de
lesiones ulcerosas (donde la deficiencia de vitamina D produce
osteomalacia con €l consecuente aumento de fosfatasa alcalina
Gsea) e incluso lesiones en vias de reparacion tales como infarto
agudo de miocardio, infarto pulmonar o renal.

FUNDAMENTOS DEL METODO

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

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: 4-aminoantipirina 28 mmol/l en solucién de
aminometil propanol 3 mol/l.

B. Reactivo B: fenilfosfato de sodio, 1,4 mmoles.

C. Reactivo C: ferricianuro de potasio, 10 mmol/l.

S. Standard: solucion de fenol equivalente a 200 Ul/l.

REACTIVOS NO PROVISTOS
Agua destilada.

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Reactivo A; preparacion: transferir el contenido del frasco de
Reactivo B volcandolo directamente en el frasco de Reactivo
Ay mezclandolo hasta disolucién completa (concentracion
final 14 mM). Anotar en el rétulo la fecha de preparacion.

Reactivo C; preparacion: disolver el contenido del envase en
500 ml de agua destilada. Rotulary colocar fecha de preparacion.
Standard: listo para usar.

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagnéstice "in vitro",

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de analisis clinicos.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

Reactivo C y Standard: H301 + H311 + H331: Téxico en
caso de ingestion, contacto con la piel o inhalacién. H314:
Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares
graves. P262: Evitar el contacto con los ojos, la piel o la ropa.
P305 + P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS
0JOS: Enjuagar cuidadosamente con agua durante varios
minutos. Quitar las lentes de contacto, silleva y resulta facil.
Seguir enjuagando. P302 + P352: EN CASO DE CONTACTO
CON LA PIEL: Lavar con agua y jabén abundantes. P280:
Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Los Reactivos Provistos son estables en refrigerador (2-
10°C) hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja.
Reactivo A reconstituido: estable durante 5 meses en
refrigerador (2-10°C).

Reactivo C: una vez preparado es estable durante 5 meses
a temperatura ambiente y al abrigo de la luz.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Valores de Blanco de reactivos mayores a 0,120 D.O. indican
contaminaciones, debiéndose descartar los reactivos.

MUESTRA

Suero

a) Recoleccion: usar inicamente suero fresco, no hemolizado.
b) Aditivos: no se requieren.

c) Sustancias interferentes conocidas: los anticoagu-
lantes producen inhibicion de la reaccion en un 50 a 90%.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: si
la determinacion no puede ser efectuada en un plazo de 6
horas, la muestra debe conservarse congelada (- 4°C) ya
que a temperatura ambiente o en refrigerador (2-10°C) hay
aumento de actividad de 30 a 50% en 24 horas.

867069100/00 p. 1/6
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MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotémetro o fotocolorimetro.

- Micropipetas y pipetas para medir los volimenes indicados.
- Tubos.

- Probeta.

- Bafio de agua a 37°C.

- Reloj o timer.

CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 520 nm en espectrofotémetro o en
fotocolorimetro con filtro verde (500-550 nm).

- Temperatura de reaccién: 37°C

- Tiempo de reaccién: 10 minutos

- Volumen de muestra: 50 ul

- Volumen final de reaccién: 3,05 ml

PROCEDIMIENTO
En tres tubos marcados B (Blanco), S (Standard) y D
(Desconocido) colocar:

Beb S427 DV
05m  05ml
Preincubar en bafio de agua a 37°C unos minutos. Luego

Reactivo A reconstituido O,Sanl

agregar: q7
Suero - o 50 ul
Standard - 50 ul -
Mezclar, incubar exactamente 10 minutos (crondmetro)
y agregar: A
Reactivo C 25m 25ml  25ml

Mezclar de inmediato cada tubo. Retirar los tubos del
bafio y leer en espectrofotémetro a 520 nm o en fotoco-
lorimetro con filtro verde, llevando el aparato a cero de
absorbancia con agua destilada.

ESTABILIDAD DE LA MEZCLA DE REACCION FINAL
El color de la reaccion es estable durante 30 minutos por
lo que la absorbancia debe ser leida dentro de ese lapso.

CALCULO DE LOS RESULTADOS
Fosfatasa alcalina (Ul/) = factor x (D-B) #

200 UIA

donde: factor =

(S-B)

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Si la muestra a ensayar es suero, procesar 2 niveles de un
material de control de calidad (Standatrol S-E 2 niveles)
con actividades conocidas de fosfatasa alcalina, con cada
determinacion.

VALORES DE REFERENCIA

Adultos: 68 - 240 U/l

Nifios: 100 - 400 U/

Nota: Debido al proceso osteoblastico, laisoenzima sea se
encuentra aumentada en la nifiez y adolescencia (hasta los

18 afios aproximadamente), proporcionando valores de fos-
fatasa alcalina mas elevados que en los adultos, habiéndose
observado valores de hasta 700 Ul/l en nifios sin patologia
que justificara un origen extradseo de la enzima.

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios
valores de referencia.

CONVERSION DE UNIDADES AL SISTEMA S|
Fosfatasa alcalina (U/l) x 0,017 = Fosfatasa alcalina (ukat/)

LIMITACIONES DE PROCEDIMIENTO

- Ver Sustancias Interferentes conocidas en MUESTRA.

- El tiempo y la temperatura de reaccién son criticos. Un
minuto o un grado en exceso o en defecto pueden producir
un error de + 10%.

- Contaminacién con fenol: puede provenir del material de
vidrio, de ofros reactivos que lo contenga, o de las cafierias
de PVC que suelen utilizarse para el trasvase del agua
destilada. No deben usarse frascos que hayan contenido
fenol (Reactivo 1 de Uremia de Wiener lab., Kunkel fenol,
etc.) para preparar el Reactivo C.

- Debe leerse un Blanco de Reactivos con cada lote de
determinaciones.

PERFORMANCE
a) Reproducibilidad: procesando replicados de las mismas
muestras en un mismo dia, se obtuvo:

Nivel D.S. C.V.
35 Uln +1,75 Ul 5,0 %
235 UlN 5,40 UIA 24 %
500 Ul +6,00 U1 1,2 %

b) Linealidad: la reaccién es lineal hasta 800 Ul/l. A valores
mayores, debe repetirse la determinacion diluyendo la muestra
1:2 6 1:5 con solucion fisioldgica de modo que los valores
obtenidos se encuentren dentro del rango de linealidad. El
resultado obtenido debe multtiplicarse por la dilucion efectuada.
c) Limite de deteccion: depende del fotémetro empleado. En
espectrofotémetro (a 520 nm, con cubetas de caras paralelas
de 1 cm de espesor, reproducibilidad + 2 nm, luz espuria <
0,5%, semiancho de banda < 8 nm), para 0,001 D.O. el minimo
cambio de actividad detectable seréa de 1 UI/.

PRESENTACION
Equipo para 200 determinaciones (Cad. 1361003).
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Anexo 7: Técnica para el analisis de bilirrubinas directa y total.

BILIRUBIN D+T liquicolor

Prueba fotométrica para bilirrubina directa
(D) v bilirrubina total (T)

Método modificado Jendrassik/Grof
Presentacidn del estuche
REF 10740 2x100ml  Estuche completo

Principio de la reaccidn

La bilirrubina reacciona con e dcido sulfaniico diazmado (DSA)
formando un color rojo. La absorbancia de este color a 546 nm es
directamente propercional a la concenfracidn de biimubina en la
muestra, Los glucoronidos de la bilimubina solubles en agua
reaccionan directamente con DSA mientras la bilirmsbina “indirecta™
conjugada con albimina reacciona sdlo en la presencia de un
acelerador.

Bilirrubina tolal = Bilirubina directa + Bilirubina indirecta

Acido sulfanilico +nitrito de sodic —— DEA

Bilirrubina + DSA directa + archairrubina DIRECTA
Bilirubina + DSA +acelerador + azobilirrubina TOTAL

Contenido
1 x 100 ml Reactivo de bilirubina total
(tapa blanca)

Acido sullanilico

Acido clorhidrico

Cafeina (acelerador)

Benzoato de sodio

1 x 9 ml Reactivo T-nitrite

(tapa blanca)

Para la delerminacion de bilirrubing total
Nitrito de sodio

(¥n, R 22)

DBER 1 x 100 ml Reactivo de bilirrubina directa
(tapa azul)

Acido sulfanilico

Acido clorhidrice

1% 9 ml Reactive D-nitrite

(tapa azul)

Para la determinacion de bilrubing directa
Mitrito de sodio

14 mmold
300 monol
200 mmalll
420 mmolll

380 mmali

14 mmolll
300 mmel

25 mmall

Preparacién y estabilidad de los reactivos

Ambes reactivos y las soluciones de nitrito estén listos para su uso.
Ambos reactivos y las soluciones de nitrito son, atn despuds de
haberse abierlo, hasta la fecha de caducidad y almacenados de
15..25°C. Debe ovitarse [a contaminacion,

Muestras

Suera & plasma con heparina,

Evitar |a hemdlisis! Las muestras deben estar protegidas de la luz.
Establidad; Cuando se almacena la muestra protegida de la luz de
2..8°C la biirrubina es establa por 3 dias.

Ensayo

Longitud de onda: 546 nm

Paso de uz: 1em

Temparatura: 20..25°C

Medicion: Frente a un blanco de muesira.
Pracedimiento

Para bilirrubina total

Pipelear en cubslas Blanco Muesira
1000 pl 1000 i
1 gola®
Mezclar cuidadosamente, incubar de 5 minutos.

Muestra | 100 | 100 ul
Mezelar, incubar & temperatura ambiente de 10 a 30 min,
Leer |a absorbancia de la muestra, frente al blanco [Afsg).

*1gota =40 pl
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Para bilirrubina directa

Pipelear en las cubetas Blanca Muestra
1000 pi 1000 i
== 1 gota’

Mezclar cuidadosamente, afiadir muestra dentro de 2 minutos.

Muestra | 100 i | 100 pl

Mezclar, incubar a temperatura ambienie exactamente 5 min. Leer

|a absorbancia de la muesira frente al blanco (Afug).

"1 gota = 40

Cdleulos

Calcular la concentracion da bilirubina tofal y directa usando el factor
13.0.

C= A s x 13,0 = mgidl

[magddi] % 17,1 = [umoli]

Caracteristicas de la prueba

Linearidad: El ensayo es lineal hasta 25 mgldl, Para concentraciones
de bilirubing que exceden de 25 mg'dl diluir la muesira 1+4 con
solucion salina fisicldgica (0.9%) y repetir la prueba. Multiplicar e
resultado por 5.

Los datos tipicos de ejecucidn de la prueba pueden ser enconlra-dos
en ¢ informe de verficacin, accesible via

e, human,de/dala'gbivw/su-bildypdf o

waw, human-de.comidata/gbhrlsu-bildt pdf

Valeres de referencia

Bilirnubina total [mg/dl] [umal]
Recién nacido, hasta: 5 85,5
3 dias, hasta: 12 208
1 mes, hasta: 1.5 256
Adultos, hasta: 1,1 18.8
Bilirrubina directa

Adultos, hasta: [ oas | 43

Control de calidad

Pueden ser empleades lodes los suercs confrl con valores de
bilirrubina determinados por esla método.

Ngsolros recomendamos el uso de nuesiro suero para control de
calidad de origen animal HUMATROL vy @ suero conirol de origen
humane SERODOS.

Notas

1. Es importante asegurarse que el reactivo de bilimubing y e
reactive de nitrilo sean muy bien mezclados antes de adicionar la
miuaestra.

2. Los niveles de bilirrubina se reducen si la muestra se expone a la
luz. La hemolisis también puede causar niveles bajos de
bilirrublna per un efeclo inhibilorlo de la hemeglobina con la
reaccion diazo,
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ANEXO 8: Fotografias del proceso para el analisis de muestras en agricultores.

Fotografia 1. Agricultores objeto de estudio en el canton Pillaro.

Fotografia 2. Dia internacional de la papa en donde se tomaron las muestras
bioldgicas a los agricultores objeto de estudio.
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Fotografia 3. Material de extraccion sanguinea.
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Fotografia 5. Equipo para centrifugar las muestras.

Fotografia 6. Equipo hematoldgico.
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Fotografia 7. Equipo de Quimica Clinica.
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