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INTRODUCCION

En cete trabajo se designa como plaguicida, toda substancia, cualquiera
que sea su composicion ¢uimica y sus caracteristicas fisicas, capaz de repeler,
controlar, destruir, abatir la incidencin 0o matar insectos, roedores, hongos o
hierbas nocivas, y por tanto, se comprenden bajo esta denominacién, toda clase
de rodenticidas, parasiticidas, fungicidas, herbicidas, pesticidas, etc, ya sea que
aotien por contacto, por ingestion, o a traveés de I respiracion, aunque sola
mente se refiera a agquéllos que pueden designarse como organofosforados.

Actualmente ¢l uso de los plaguicidas se ha generalizade de tal manera,
que no se puede preseindir de su auxilio, debido a lo cual existe la urgente ne-
cesidad de controlar dicho uso, pues las intoxicaciones, leves o graves, que
provocan en el organismo humano o animal expuesto, son cada dia més alar-
mantes.

Los plaguicidas sintéticos orgdnicos, son muy importantes, especialmente
los clorados v fosforados.

El alemin Gerhard Schrader, durante la segunda guerra mundial, tratan
do de encontrar los gases mds toxicos, accidentalmente, descubrio los plagui-




cidas organofosforados, que vinicron a evolucionar la agricultura, Sintetizé al-
rededor de 300 compuestos conteniendo fosforo orginico.

Ahora existe una gran cantidad de  compuestos organclosferados que s
usan como plaguicidas v son compuestos que tienen en su molkécula C, 1, O v
también pueden encontrarse 8, N, C1, F, grupos nitrilo, fenilo, alif&ticos insa:
turados, dependiendo eito altimo del pliguicida de que se trate.

Entre los compuestos organofosforados mis toxicos so encuentra el para
thion, que, en particular, ha causado muchos accidentes mortales, pero su su-
premacia en el mercado, ha descendido por el desarrollo de compuestos me
nos peligrosos como el malation, ¢l clortion y el diazinon.

Segan el modo de actuur de estos compuestos frente a las plagas, se les
divide en dos grupos:

a).—Los que se depositan sobre las superficies de las plantas, siendo ahi el lu-
gar donde el insecto los toma, por cjemplo el parathion, y

b).—Los que son absorbidos por las raices de las plantas, para ser transporta-
dos a tedos los tejidos, por medio de la savia y qucdun(llo asi la planta con
una concentracion determinada de plaguoicida, que es digerido por el in-
secto con las consecuencias inherentes, por ejemplo el oc‘t:\meti}piroﬁ)sfo
ramida { Metinistov de Baver),

Fn 1956, en ol Estado de California se registraron 156 casos de intoxica-
cicnes por plaguicidas fosforados, siendo 128 por exposicion al parathion, con
tres muertes. En 1938, en Mexico, se reportaron dos casos concretos de intoxi-
cacion. Uno de ellos, produjo Ta muerte. No seria remoto que hubieran ocurri-
do mis, sin haber tenido noticias de ello.

Los riesgos por exposiciones a plaguicidas - organofosforados, empiezan
desde la fabricacion o formulacion, el almacenaje, transporte, distribucién y co-
mercio, y persisten hasta el momento de su aplicacion v ain posteriormente,
segin s poder residual, lo que representa un factor deintoxicacion potencial
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en os seis millones de personas expuestas por razon de su trabajo a dichos
plnguicidns. sin pmlcrw prccisar A cwintos mads se extiende su amenaza en Ia
Repablica Mexzicana v en o] Mundo,

Mds de dos millones de toneladas de plaguicidas solidos y cincuenta mil
toncladas de liquidos, se consumen, en Meéxico con fines agricolas. Los algo
doneros Negan a utilizar hasta un 100 del valor total de su cosecha, en gastos
rolacionados con L aplicacion de plaguicidas.

La importancia de millares de productos empleados como plaguicidas v
la aparicion, dia a dia, de nuevas substancias, hace mis dificil el control ade-
e, Debido a la gran cantidad v lo variado de sus dosis letales, es dificil
su clasificacion desde ol punto de vista quimico o toxicolégico, prro puede ha
cerse una clasificacion de acuerdo con las vias de absorcion, que son tres: la
gastrointestinal, la absorcién a través de la picl y por el tracto respiratorio, Aten
to lo anterior, debe evitarse ¢l contacto de la piel con el liquido o con los pol-
vos impregnados de plaguicidas; y debe evitarse la ingestion o la inhalacién de
polvos, vapores o pulverizaciones de esos productos. La gran mayoria refleja
sus efectos sobre ol sistema nervioso central, ain en dosis muy pequeias.

Los plaguicidas organofosforados v todos sus deriviados, tienen una accion
importante que es su capacidad para iohibir o destruir Ia colinesterasa; la cual
hidroliza a Lu acetifeoliva en Geido acético v coling, encontridndose en sangre y
tejidos principdlun»nh-.

ACTIVIDAD COLINESTERASICA
Faisten dos enzimas que desdoblan a la acetileolina:
1 ).—=La colinesterasa o acatileolinesterasa: (verdadera o especifien), que se

encuentr prilwipuluwnl«- en oy tejidos nerviosos, en el cerebro y en los eritro-
citos: en T medula adrenal voen L nearoshipdfisis, se encuentran grandes can-
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tidades de acetilcolinestersa, Su concentracion es mids alta en la substancin
gris que en la blanca del eje cerchroespinal, ¢

bi.~La Psendocolinesterasa (vstvmm no especifica), que se encuentra en
varios tejidos animales come el plisma, pancreas, higado, glindulas salivales, ete.

Los signos v sintomas de intoxicacion por phguiu‘d\s organofosforados,
son, fundamentalmente, ol resultado de la enérgica estimulacion que se pro-
duce cuando Lo colinesterasa s insuficiente para destruir la acetileolina que
se acumula en las fibras postganglionares parasimpiticas, sistema nervioso cen-
tral v siniapsis neuromuscular de los misculos estriados.

La muscarina estimula directamente las estructuras inervadas por los ner-
vios colinérgicos postganglionares. Es un veneno poderoso que retarda los mo-
vimientos del corazon, produce descenso de la presion arterial, causa miosis,
estrecha los bronquios, estimula ke secrecion de las glandulas salivales y sudo-
riparas v aumenta el peristaltismo  intestinal. Ademas, no solo actta despues
de la seecion de los nervios vegetativos, sino despuds de haber aparecido ya
L degeneracion de las fibris nerviosas,

La uicotina actita principalmente en tres sitios:

1.—Sobre los ganglios del sistemi nervioso vegetativo,

2.-Sobre fas uniones mioneurales somaticas v,
S.—En el sistema nervioso central, preferentemente en el cerebro,

La acetileoling actia como bmuscaring v la nicoting, en ciertos aspectos,
de donde se deduce que los sintomas de estimulacion parasimpitica, son facil-
mente identificados, v freenentemente, son los primeros que aparecen en las
intoxicaciones por pl.u,mud worganofosforados.

La accion que ticne la acetileolina es bastante fugaz debido a que ripi-
damente ex destruida por Ta colinesterasa.
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REACCIONES QUIMICAS DE INHIBIDORES FOSFATO CON ESTERASAS

Se ha demostrado que por el uso de compuestos marcados con is6opos T3
dicactivos y por amilisis quimico, que una variedad de compuestos organofos-
forados tonicos se combinan con esterasas en proporcion de 1:1 por fosfori-
lacidn de los centros activos de las enzimas. Parece que las enzimas actian su-
bre estos iphibidores como los sustratos normales, los grupos bisicos de la en-
zima hacen un ataque nucleofilico sobre ¢l dtomo de fésforo positivo, de tal
manera que el éster es roto por actividad electrénica y proténica, pero en vez
de separar los fragmentos de la hidrddisis de la enzima, como en el caso del
sustrato normal acetileoling, el dtomo de fosforo permanece firmemente unido
al lugar activo de fa enzima, formando un compuesto estable, ¢l cual no pue-
de ser reactivado por dilucion o didlisis como son los inhibideres de carbamato.

Aldridge, ha caleulado que Ja mavor fuerza entre el dtomo de fésforo y la
enzima, ey de cerca de 14 kilo-calorias /Mol, mejor que lo que resultaria de una
absorcion fisica.

Se ha sugerido un mecanismo de fosforilacion presentindolo como un de-
sarrollo en el que GH simboliza ¢l grupo esterisico.

H. representa la porcion dcida v G, ¢l grupo del electron transferiile.

Step, los clasifica determinando cuando es baja la cantidad de enzima inae
tivada,

H <G &

e] - G
o ™ n
GHe ROP (oa‘)z_ﬂl_. ng 5 ?o—né-’ —— l:o.n.c)g",,-. ron {2}, :’(o;.a')o + HyO
2 2 2
o)

i
——— cx+ Hop {OR'),
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In vitro, I desfosforilacion, después de la inhalacion de TEPP ocurre muy
lentamente (307 en cuatro semanas) y mds ripidamente [!m'r la reaccién con
reactivos nucleofilicos, tales como In colina (73%, en tres dins), hiqlmxil{\mina
(807 en cinco horas).

El mecanismo de la reaccion reversible de la hldm“l‘unma, o la inhibicién
de la enzima, fud sugerido en la forma siguiente:

" a"’ n-?"’ R o
uon- . p ?“izs HO-N-P~- ¢§~—+ O HONP (ow)y
(or’ K lor

Cicrtos  dsteres  fosforados, tales como  oo-dimetil-o-p-nitrofenil fosfato,
presentan realmente una reaccion reversible y la primera constante ha sido
determinada como 877 (min') a 37°C, para 1a reaccion de estos compuestos
de colinesterasa de eritrocitos de mnc]os.

La acciéon natural de inhibicion de la colinesterasa por los téxicos fosfora:
dos esti indicada por ki fuerte accion protectora conseguida Yor el pretrata-
miento de ln mamalian o colinesterasa de los insectos por acetilcolina, colina o
esering.

La siguiente reaccion de fosforilacion ha sido demostrada usando la quimo-
tripsina purificada, la cual ey realmente cuanteable en forma cristalina y tiens
una acentuada actividad esterolitica v colinesterasica,

o o
1 122 ,.
ch m. neliso-pro), P32 ¢ —= chr. B32(iso-pro), + wr
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En esta reaccion ol Py dos grupos iso progm,\i. fucron demostrados como
atacantes de la enzima, la cual fué recristalizada en una forma reactiva y el
HE fué liberado en un grado cquimolar,

[+]

o o 0
cht.He (gho), B -0 - 32 (oet);—= cht. B32%(oet), * no&(osi)z

c )
1] 1
ChT.H*0p NCgH 0P (OEt)y ——= ChT, L(oee)a * HOCgH 4 NOp

La octametil pirofosforamida 1.5 M, no inhibié la quimotripsina, pero al
ser oxidado por KMnO, produjo un compuesto que inhibié la enzima a
5<10°M. La enzima inhibida contenia una cantidad equimolar de fésforo y
una cantidad 1:1.5 M de grupos MeNH: v HCHO. La reaccion es:

M2oN [
2™ f Q meeN g2 f wMep
ChT. R * /p-o0-p ® Chr. p ¢+ HOP
N N ~
NQZN Mezﬂ NMaz Hﬁea

& &

+]

Una reaccion similar tiene lugar con DFP v colinesterasa purificada.
8 ) I

o (¢]

||32 "38 .
AChE. H*(is0-Pro),. P°° F ——= AChE. P (0-iso-Pr)y *HF
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En osta reaccion el DEP no fué obtenido por didlisis o precipitacién, mien-
tras en la presencia de acetileolinesterasa la cantidad de DFP fijnda fue sdlo
de 8.77% de i obtenida en ausencia de acetileolina,

. . 1132 . . . .
El  ofp(iso-Prol,. P oM hidrolizado no tiene accién para las enzimas.

Estudios similares se han hecho usando DFP* y colinesterasa de suero de
caballo y esterasa de higado de caballo y con C* hexaetil tetrafosfate y colin-
osterasa de plasma purificada,

En las experiencias antericres se Hegd a la conclusién de que el éster fos:
férico toxico inhibe la esterasa por fosforilacion del micleo activo.

La formacion de un compuesto enzima, inhibidor complejo, ha despertado
mucho interés por determinar la forma en que se lleva a cabo la formacién del
grupo activo de la enzima.

Se ha demostrado que ¢l (liisu})mpil clorofosfato, ¢l DFP y TEPP, pueden
combinarse con grupos aminos y fenélicos para formar compuestos cristalinos
definidos de la siguiente manera;

° HO 0 Mo
(iso-pro), PF’HOQ——"" (iso-prol, Po®+ HF

Con vic trihidroxifenoles, 1, 3-difosforilado se forman  los productos si-
guientes:

-]

o o
i n . !
(210), P-0- P(E40); ¢ HaNCH, COOC o Hy (et0)y P NHCHCOUC Hg
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En la continuacion de estos estudios se encontréd que la imidazola y com-
uestos  ternarios nitrogenados similares, forman complejos inestables con el
DD,
De esta manery, se ha sugerido que el grupo imidazol sea el grupo funcio-
nal de la molécula de Ia colinesterasa.
El siguiente esquema propone la formacion del complejo de la enzima de
DFP y la fosforilacion subsecuente:

f.ll\l ﬁ ?! Sﬂ'l
H N+ (ro), PF—r rg« H — Ng P (o), +ur
} ni g o
=7 N

e (oR),
"
o

Cuando la quimotripsina es inhibida por ¢l DFP y ¢l producto es hidro-
tizado por degeneracion con dcido o por enzima, el dcido serin fosforico es ais-
lado e idenitficado con ¢l dcido kserin fosforico sintético. Desde luego, las se
rinas proteinicas no reaccionan consel DFP. Parece ser que una configuracion
de aminodcidos puede representar el centro aative de la enzima rodeado de un

residuo de serina reactiva en la quimotripsina.

HIDROLISIS ENZIMATICA DE LOS TOXICOS FOSFORADOS

Mazur, demostrd que los dialquilfluorofosfatos fueron realmente detoxifi:
cados por una enzima, D Pasa, en higado y rinon humanos y de conejos y tam-
bicén en plasma de conejo, en los que rompen los compuestos para formar el ién
fluoruro v el dcido dialquilfosfarico. La enzima actia mas fuertemente en los
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compuestos con grupos alquilos mis pequenos y fué inhibida por ién Hg, Ni,
Zu vy P v, en cambio, fué activada por el dcido p-C1 mercuribenzoico y por el
nitrato fenilmercirico. Aldridge, ha expresado que la alfa esterasa de la ma.
valian del plasma hidroliza o-o-dictil o-p-nitrofenilfosfato ( para-oxdén) pare
formar paranitrofenol v dcido  dictilfosforico. Esta reaccion fué inhibida por
Cu. Ni, y dcido pana-cloro mercuri-benzoico. La misma enzima hidrolizé el dic-
til3 Nemetil  quinolina fosfato  metasulfato  (metasulfatofosfato  de  dietil-3
-N-Muetil quinolina). Una esterasa aromdtica similar, que hidroliza el para-oxon,
parathion v compuestos similares, se encontré en los tejidos de los insectos.

TRANSFORMACION DE TIONOFOSFATOS A FOSFATOS

El parathion v muches otros tionofosfatos plaguicidas producen sintomas
colinérgicos ea insectos v vertebrados. En casos severos de envenenamientos,
varias colinesterasas tisulares se encontraron completamente inactivadas in vi-
vo. Cuando en las primeras preparaciones de parathion, hubo continuaciones
con ol isomern S etil, un anticolinesterdsico de alta actividad, se reporté que
el parathion cra per si mismo un fuerte inhibidor in vitro de colinesterasa. Pos-
tericrmente fue demostrado que ¢l parathion puro casi no tenta accidn anti-
colinesterdsic. Esta relativa inactividad  fué- también encontrada en muestras
puras de metil ¢ isopropil parationes, EPN, malatidn, v otros tionofosfatos té-
vicon, Algunas veces pareee que estos compuestos son incapaces de combinarse
diregtamente v fosforilar las esterasas como se ha demostrado con los ésteres
del fasforo.

La incapacidad de clertos ticnofosfatos para funcionar directamente como
cuzimas inhibidoras, es probablemente el resultado de la gran citabilidad pa-
vl hidrolisis erzimitica, puesto que se ha expresado que hay grados de co-
rrelacion entre ¢l grado de hidrdlisis v L accion anticolinesterdsica de un ni-
mere de compuestos organofosforados
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Puesto que esta ampliamente demostrada la inactivacion de la colineste-
vasa por compuestos fosforados, podri utilizarse esta caracteristica para ayudar
al diagndsticn meédien en Ins intoxicaciones por plaguicidas organofosforados.

La actividad de la colinesterasa es diferente en cada organismo, y debido
a esto, se han cliborado metedos para su determinacion mas exacta. A la fe-
cha, se siguen claborando estudios para obtener téenicas faciles y a Ia vez fa-
vorables,

De los métodos mas empleados para la determinacion de dicha actividad
teneimos:

1.—E1 Manomdétrico de Ammon.

3 _El Electrométrico de Michel H. O,

3.—La determinacion de lo que se Hama "Nimero de Dibucaina”.

4.—F1 método Microcolorimétrico de Hestrin-Metcalf,

5.~Mdétado visual de Davies v Nicholls, para estimar la Actividad de la
colinesterasit en Ia sangre,

Fu el presente trabajo se realiza la comparacion de dos métodos: Uno de
ellos, ¢l Davies v Nicholl,, que es sencillo v rapido, y el propuesto en este tra-
bajo, que es una modificacion al ultramicroandlisis del métode microcolorimé-
trico de Hestrin-Metcalf, ¢! cuidl es muy laborioso pero tiene la ventaja de ser
muy exateto,




CAPITULO It
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METODOS DE ANALISIS

ADAPTACION AL ULTRAMICROANALISIS DEL METODO
DE HESTRIN METCALF

En ¢l método microcolonimétrico, Hestrin determind el cambio colorimé-
trico de la acetileolina en presencia de un exceso del ion férrico al terminar la
reaceion enzimatica, formando el acetohidroxumato férrico (acetilcolina-hidro-
xilamina) de color parpura, midiéndose a 340 mu.

Las reacciones quimicas que se levan a cabo durante ¢l proceso son las
siguicntes:

+ - *
(cn:,)3 N-CH;=CH,0 = COCHy* NH,OH ~—= (CH3)3‘N‘CN2'CH20H*

CHSCO'NNON

. Lo Fe/3
CHyCO~NHOM+ 1/3 F& T—= CHy- C t acetohidroxamato
NH - © fdrrico

pirpura
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Los ésteres de dcidos carboxilicos v otras substancias pueden también pro-
ducir ¢! color pirpura e interferir ¢l método,

REACTIVOS

L-Solucion reguladom de fosfato, pll 7.2.

Se prepara mezelando 7 partes por voliimen de una solucién de difosfato
de sodio 2H.O (Na HPO,) 11876 g/lt. v 3 partes de una solucién de fosfato
de potasio (KHFO,) 9075 gt Fsta solucion debe contener 0.004M de bro-
muro de acetileolina, { Consdrvese en el refrigerador cuando no se use).

H.—Clorhidrato de hidroxilaming, 2 M en agua destilada. (Gudrdese en el
refrigerador mientras no e nse ).

11 -Hidroxido de sodio, 3.3 N

1V . Acido dlorhidrico cone. de pe. LIS, Diluir en dos partes por volimen
de agua.

V.- Cloruro Feérrico, 037 M oen HCL QN

PREPARACION DI LA CURVA ESTANDARD

En vasos de 100l se colocan 041, 0.2, 0.3, 05 v 1 ml de la solucién T (So
ncion reguladora de fosfato), v se Heva a L5 ml con agua bidestilada. Se pre-
para un solucion frosea de Lo mezela de partes iguales de reactivos 11y 11,
agregandose 3 ml a cada uno de los vasos que contienen el reactivo 1y agua,
avitando vigorosamente,

Despucs de un minuto se agregan 13 ml. del reactivo 1V, se agitan y se
ajusta ol pila 1.2 020 ima vez ajustado el pllse agregan 15 ml. del reactivo
V. se pasa cada problema a tubos de centrifuga v se centrifuga a 2500 RPM du-
rante dicz minutos. Es importante agitar Ta mezela después de cada adicidn
sara evitar L formacion de burbujas en el recipicnte. La intensidad del color
formado se determina imnediatamente a 340 mu en el espectrocolorfmetro (co
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lorimctro fotoeléctrico), usando un blanco de correccion para color no espect
fico con 15 ml de agua bidestilada que se tratan como antes, excepto que el
orden de o adicin de I hidroxilamina alealina (11 v 1) v ¢l dcido clorhidrico
V) se invietten, La transmitancia de los valores por ciento, se convierte a
densidad aptica y se relaciona contra micromoles de acetileolina en cada mues-
tra, resultando una curva como a Fig. L

Lecturas en el espectrocolorimetro a 540 mu. (Spinco). Puntos resultantes:

Transmitancia  Absorbancias — Abs, corregida.

Blanco 89 0.051

0.1 84 0.076 0.025
0.2 79.8 0.098 0.047
0.3 4.5 0.128 0.087
0.5 66.5 0.177 0.126
1.0 530.0 0.301 0.248

Factor de Curva: 153,71

DETERMINACION ULTRAMICROANALITICA DE COLINESTERASA
EN PLASMA

En este método se atilizo el equipo para ultramicroanilisis Beckman-Spinco.

Se recogen apronimadamente 2 ml de sangre venosa en tubos citratados al
307,

La sangre se centrifuga en tubos de polietileno de 5 a 10 minutos a 2500
RPN para separar el plasma claro. De este se toman 20 ul y se pone dentro
de un vaso de 10l conteniendo 15 ml de solucion reguladora de bromuro de
acetileoling, pipeteando con pipeta de Shali v esta se lava tres veces (es conve-
niente Nevar dos muestras a laovez), con solucion reactivo. Esto es el “proble-
'L Bl tiempo seanota y ¢l vitso se mete en el bano maria a 37°C (preparado
con anterioridad),




o3

Al mismo tiempo, se preparan los blancos de reactivos y de plasma:

a).—Blanco de plasma, 1.5 ml. de solucion 1 sin plasma.

h).—Blance de reactivos. 1.5 mlb de agus bidestilada,

El problema, Ia solucion "a” v la "b” se introducen al mismo tiempo en
¢l badno maria v despuds de treinta minutos, exactamente, se agregan 3 ml. de
mezela de partes iguales de los reactivos 11y 1 a la muestra “Problema”.
Despuds de un minuto se agiegan 1.5 ml de acido clorhidrico diluido. Se mez-
cla perfectamente s e tnmm 1.5 ml de cada muestra, aforando después con
agua bidestilada a 6 ml Se ajusta ol pH a 12202, Por altimo, se agregan 1.5
mb. de cloruro férrico, ala muestra "2 o tipo, inmedintamente después de sa-
carla del bano maria, se le agregan3ml de mezela de partes iguales de los
reactivos 11 v HL Se mezely, se agregan 20 ul de plasma claro con pipeta de
Shali. Se mezela prrfectamente v se adicionan 1.5 ml de dceido clorhidrico. Se
toman 15 ml dol total de T muestra y se afora a 6 ml con agua bidestilada,
ajustando el ptta 12902 Se agrega ¢l cloruro férrico (L3 ml); a la mues-
tra ‘b7, se agrega inmediatamente después de los treinta minutos en el baio
maria el deido clorhidrico 15 ml, mezelar v adicionar 3 ml. de la mezcla alea
lina de hidroxitimina. Se hace I dilucion que se hizo en la muestra “proble-
ma” vomuestra Tatose ajosta el pilbac B2 020 Se agrega el cloruro férrico
15 ml; v todas las muestras: “problema™ "a™ oy b se wutnfugan en tubos
de centrifuga a0 2300 RPM, durante diez, mnmtm Despuds de haber centrifu-
gado, se lee a 340 mu en el espectrocolorimetro v ose hacen las correcciones
de acuerdo con ke curva v preparada,

La muestra "a™ o tipo tiene por objeto la correccion de Tas determinacio-
nes por a hideolisis no enzimatica de la acetileolina,

1.a cantidad de acetileolina residual de Ta muestra se resta de la cantidad
encontrada en ¢l tipo o muaestra "a” v el resultado representa los valores de la
cantidad de acetileoling en M hidrolizadas por 20 ul. de plasma en 30 minu-
tos a 37°C.
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El objeto de Ia muestra "b™ o blanco ¢s ajustar ol aparato a O.
Tomando cn cuenta la cantidad de material biologico usado en el andlisis,
asi como las diluciones practicadas para encontrar el valor de la actividad co-

linesterdsicn en oM de acetilcolina hidrolizadas, basta con aplicar la siguiente
formula;

Plasma = A x

En donde A representa la diferencia de las densidades épticas del proble-
ma v ool tipo (valor de la hidrolisis no enzimitica), v f, representa el factor
numérico que resulta de considenar, tanto el factor de la curva de calibracién,
como las diluciones practicadas v corresponde .. 3152.

DETERMINACION ULTRAMICROANALITICA DE COLINESTERASA
EN ERITROCITOS

Se centrifuga la sangre citratada a0 2500 RPN durante 5-10 minutos v se
separa el plasma que debe ser claro,

Las cdlulas rojas se lavan con solucion de cloruro de sodio al 094, cen-
trifugando en tubos de polietiteno v desechando ¢l liguido sobrenadante cada
vez (tres veees). Finahmerte, se pipetean 20 ul. de eélulas rojas lo mis limpias
posible en 100 ul. dé agua bidestilada para: hemolizarlas. La pipeta se lava al:-
sorhiendo tres veces en L solucion. Para Ly determinacion se usan 20 ul. de las
¢ ulas rojas hemolizadas, que se agregan a 15wl de la solucion reguladora
de bromure de acetileoling, como se deseribe para la determinacion de la co
linesterasa en plasma, siguiendo el mismo procedimiento; usando un tipo o
muestra a”, que contiene el mismo voltiimen de cclulas hemolizadas, agregn-
dolas despucs del reactiva de hidrovilamina alealina, Ia muestry "pr()blemn"
v ¢l blanco de reactivos “b7invirtiendo el orden del dcido clorhidrico y la hi
Jronilamina alealina.
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Se calcula la cantidad de acetileolina hidrolizada en los eritrocitos igual

que para el p!nsma, con diferencia en los cileulos, los que a continuacién so
deseriben:

Eritrocitos = B x f:

En donde B s la diferencia de las densidades opticas del problema y el
tipo (valor de ls hidrolisis no enzimatica) y f: representa el factor numérico
que resulta de considerar ¢l factor de la curva de calibracion, asi como las di
Inciones pmclimd:us y mrn-spnndv a: 18933.

NOTA.—Es convenicute Hevar a cabo todas las determinaciones al mismio
tiempo, para aprovechar al méaximo las condiciones de tempera-
ra, pH v s también los aparatos como centrifuga, fotocolorime:
tro, haio maria, ete.

VMETODO VISUAL DE DAVIES Y NICHOLLS PARA ESTIMAR
LA ACTIVIDAD DE LA COLINESTERASA EN SANGRE

Limperos v Ranta informaron de una prueba visual basada en el principio
del método electrometrico en ¢l cual el cambio de pH es seguido por ¢l cambio
en ¢l color de un indicador, azul de bromotimol (ABT), en un medio de in-
cubacion, conteniendo sastrato v la muestra de sangre.

Davies v Nichollv encontravon que los diferentes colores empleados para
la caracterizacion de los diferentes niveles de T actividad de la colinesterasa
por esta prucha, eran dificiles de distinguir, sugiriendo, por lo tanto, utilizar
como medida el ticmpo requerido para ¢l cambio de un color estable (por
cjemplo: del vorde al maranja). Les evumenes del método propuesto por Da-
ves v Nicholls mostraron que podria obtenerse unit enorme precision en el
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empleo del ABT como indicador de la actividad de la colinesterasa en la san-
gre. mediante of uso de un color ambarino logrado en el punto final a un pll
de 67 2+ 0.05. Con £ uso de este punto de coloracion final, el tiempo de reac
ciom s ha carrelacionado con el nivel de Ia actividad de colinesterasa on san
gre total coploandy acetiloolina como sustrato.

REACTIVOS

{.—Cloruro de geetileolinn Disolver 300 myg,. en 50 ml. de agua bidestilada.

1.—Azul de Bromotimol, (ABT) 40 mg. de Ta sal de sodio se disuelven en
el minimo solimen| de agua bidestilada v se afora con T misma a 140 ml. En
seguida, se agregan 15 mg, de saponina v se agita hasta que la solucién sea
completa. A continuacion, se agrega NaOH diluida, gota a gota, hasta que apa-
rece un color azul| Finalmente, se ajusta el pilw 7375 Después, se afora a
130 mb, con agua bidestilada, Fata solucion puede cambiar de azul a aznl
verdaso con el tiempo, por tal motive eada 24 ha, deberd ajustarse el pH con

NaOH 01N,

J1L~Solucion reguladora Jde fosfato estandard 0.3M, pH 6-60-6.62; se mezcla

pll es 6G.606.62. La
ABT v 002 mi. de

A~Un ml de ARBRT se coloe
dedo de donde se etraera ko sangre deberd ser |
oS posihh' con agna tibia), despuds se limpia con alcohol y una vez seco, ¢

dedo, se lmm'iunn con una |

adicion de 05
cangre, dard una color

METODO

anceta esteril, en tal forma que pue

de KHLPO, con solucion 423% de NAGHPO, ugitando hasta que el
ml. de solucion reguladora a una mezcla de
acion dmbar con un pH 6.65-6.75.

A en cada uno de tres tubos de 75310 mm. Bl
avado con agua y jabén (s

1

«Jan obtenerse
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tres muestras de 20 ul. sin apretar el dedo. Cada muestra se vacia dentro de los
tubos que contienen ABT y se agita,

Bi—Prepancion del estandard de color: 0.5 ml de ls solucién reguladora
de fosfato 0.3M con pll de 6.60, se agregan a una de las mezclas v el ABT pa-
™ lugmr el color estandard { dmbar).

—Determinacion de la actividad:  Se colocan 0.5 ml de la solucién de
:\u-nlmlun 060 a les tnbos de las muestras v se anota el tiempo exacto en
que el color de Ly muestra experimental se lL,lhl]d al del estandard preparado
anteriormente.

Es preferible hacer Ia comparacion contra luz blanca; la temperatura del
ambiente debe anotarse,

Si el color inicial de 1y mezela de ABT se aparta del color azul, es que ha
habido una contaminacion por un dcido v la prueba deberd ropthrsc

Los resultados obtenidos para el establecimiento de esta técnica, se dan
en las tablas de la figura H, los cudles al ser graficados, se obtuvieron las fi-
wuras HL v IV, respectivamente,

Despues de hacer el analisis a dichos resultados tomados como Ynormales”
fuc posible obtener la grifica V, que nos permite caleular directamente la ac
tividad de ko colinesterasa en por ciento (¢4), haciendo uso de las féormulas
siguientes:

100

PRI B ¢

Tiempo cencontrado

X 0O
Resultado = — oo mm e e e e e e
Tiempo normal a temp. wmbiente.
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FIGURA It

EXPERIENCIAS PARA DETERMINAR LA VARIACION DE LA HIDRO-
SILOSIS ENZIMATICA CON RELACION A LA TEMPERATURA

Prucha A Tempertura Tiempo (T) 100/7T
1 207 13 min. 20 seg. 7.318
2 200C 14 min. 55 seg. 8.711
3 Ay, 17 min. 5.882
4 20 15 min. 30 seg. 6.451
5 2 17 min. 5.882
Promedio 100, T=6.663

Pruebha B Temperatura Tiempo (T) 100/T
1 240C 12 min. 8.333
2 A 13 miun. 7.692
3 240C 14 min. 7.142
4 24C 14 min, 6.993
5 242C 14 min. 20 seg. 6.896
Promedio 100 T=7 411 P

Prucha € Temperatura Tiempo (T) 100/T
1 260C 19 min. 5.263
2 G 14 min. 7.142
3 264 20 min. 5.000
4 250 15 min. 7.000
5 I 19 min, 5.283
Promedio 100°7T=7.88



Prucba D

[P AR

Tvmpc'mmm

WeC
W/
240(;
asu(;
2(;

Promedio 100, T=8.322

Prueba E
1
2
3
4
5

Temperatura

32%C
32C
32°C
32°C
324C

Promedio 100/T=9.12

Tiempo (T)

13 min. 235 seg,

12 min.

121min. 30 seg.
11 min. 30 seg.
11 min. 35 seg.

Tiempo (T)

17 min. 40 seg.

9 min. 30 seg.
10 min. 35 seg.
11 min. 30 seg.

9 min.... ..

30
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FIGURA V
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CAPITULO ITI
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RESULTADOS

LOs resultados que en este capitulo se presentan, y que se obtuvieron si-
guiendo las téenicas vy lincamientes dados en capitulos anteriores, serdn ex:
pucxtm v analizados en tal forma, que sirvan para demostrar, tanto las venta-
j1s que I téenica microcolorimétrica de Hestrin-Mectalf proporciona, como un
metodo de precision v oalta sensibilidad en la dosificacion de la actividad de
colinesteriaa, como s que posee el método de la estimacion de la actividad
de In colinesterasa en sungre total, de Davies v Nicholls.

Como se ha menciosado en maltiples ocasioies, a lo largo de este estudio,
la actividad de i colinesterasa decrece, entre otras cansas, por efecto de los
plaguicidas organofosforados. Por otra parte, ¢l valor enzimatico que pudicra
consideranse como basal v punto inicial del descenso, provocado por la accién
de s substancias anticolinesterdsicas, es variable y lejos de ser un valor cous-
tante pata un grupo de individnos, presenta variantes, a diferentes niveles, P
ra uno solo de elloss Con base en este hecho, en un estudio riguroso, es
necesario practicar la determinacion de la actividad de 2 enzima a los indivi-
dues, antes de ser eapuestos, cen objeto de encontrar su nivel basal promedio.
Comao éstoresnlta difich de Hevar o cabo en o prictica, se ha considerado
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que los valores promedio de la actividad colinesterdsica, de un grupo de indi-
viduos no expuestos, puede con las limitaciones del caso, tomarse como un va-
lor basal para las posibles alteraciones en el personal en estudio. Indudable-
mente que esto acarreard un error, que quizi en algunos casos sea considera-
ble, sin cmbirgo, para fay condiciones practicadas sobre las que estd planteado
e} problema de las intoxicaciones en el campo v en la industria, debe aceptar
se que un individuo con S0, 80, 100 6 1105 de la actividad de Ia colinesterasy,
tanto desde el punto de vista clinico como preventivo, tiene el mismo signifi-
cado. Ahora bien, pudiera presentarse ¢l caso de aquellas personas cuya acti-
vidad enzimitica es baja, en su valor original, lo cual solo indica que este
tipo de individuos son inaptos para este tipo de labores, por lo que no debe ser
pvnnili(ln suexposicion,

Una vez definidos estos puntos aclaratorios fundamentales, se presentan
en ¢l Cuadro VI, los valores de actividad de la colinesterasa obtenidos en el
gl’lll)‘) d(‘ p(‘r\("]ﬂ.\' no ('\[)H('Stil.\' t()lllﬂd() cOmuo hﬂﬁl‘ en (‘Stl‘ l‘\'tlldio.

El andlisis estadistico de este estudio se presenta a continuacion:

PARA ACTIVIDAD DE COLINESTERASA EN PLASMA

Crupos
de Free. Pecto Medio 7 X N X A
069 55 2 0 3 2 4
7T0:99 85 15 1 17 15 235
100-129 115 2 2 16 59 3364
130-159 145 b 3 54 24 57C
160 199 175 3 1 57 12 11:
R4 VLAY 215 ) 3 57 0 0
20-25) 243 2 G 39 12 144
20 284 R 1 7 6O 7 49

130 1508




1.G.=30
4 250
130 4306

V= e 2 20 Ve e =751
60 60
-~ .
i 73.1-( 21 =T069
M TO6E - 0B =T06067
G= /M, =\ 0688541
Vedia— {21 v 30} + 353=118x 2 =0236
1000
Desy standard = 841 1 30 -« 2523
Coef devariacion = 232.3 =2 13
118 0
2323 2323

ES media S meem—m= m—— =327
2523 2523
F.S. Desy . Standard— S . § |
3.5

NEXy
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R—1180.327=
Resultado final: 023600665 Milimoles de acetileotina hidrolizados por ul de

0.2360-0.0654

pknmu e una hora a 37¢C.

PARA ACTIVIDAD DE COLINESTERASA EN ERITROCITOS

Corupes
te free,  Punto medio. 7
2N 45 T
31039 355 15
400454 4145 I
AU0-57Y 335 12
H80-664 625 G
670.759 715 3
T6O-5-44 05 1
SH0-4934 S95 2
60
1G9
220 910
138 3338
Vo e mmere 22N 2 e 55,633
0 60

~y - 3
11, =33.633--5 2922 S0.343,

50343 - 0.0833 = 50,2397,

G-y

50 25=7.22

e

7

a9

36
18
54
57
58
60

X
0

=1y ode 0 1D

0
15
ag
36
24
15

6
14

138

ZX?
0
225
784
1296
576
225
36
196
3338




2
Media o { 230) .4 265= 47— =094
104}
Desv. Standard = 7 32%0=6498,
G498
£.8 medin g — o842
T 71
064 .98
Coeol. de Varacionew ————x 100 = 137.6
472
64.98
E.S. desy, standard = — - i, 21
63,42

Resultado final: 0944 -+ 0.0178 milimoles de acetileoling hidrolizados por ul
de eritrocitos en una hora a 379C.

En donde: LG = Intervalo de grupo.
Punto medio-= Valor medio del primer grupo de frecuencia (aiiadir, al limite
inferior del grupo, ki mitad del intervalo),

7 —No. de datos que caen en cada grupo.

N  —Frecuencin acumulativa (de 7)Y, ol dltimo ndmero debe ser el niimero
de datos analizados,

X —Numeracion a partir de O en orden aseendente.

ZX - Multiplicando ol valor de Z por el de X.

NG valor de 2N elevado al cuadrado,

P T



Los tesultados de I dosificacion colinesterisica, de las Perscnas no expues-
tas peferido sl valor encoutrado como de 1009, v las cifras obtenidas en I do-
sificacian de sangre total, de Davies v Nicholls, s¢ indican en el cuadro VIL.

Como pucde ohservame, on el condro VI existen diversos individuos cue
vos valores procentuales cuorelgeion sl promedio, se encuentran en el grupo
que podia comiderane como clinicamente significativo, no obstante, estas per-
sonas son noroules desde el pusto de vista mddico 'y sélo corroboran lo antes
mendiorado, de ser funconsdmente inaptas para ser expuestas a los inactiva-
dores colinesterisicos. En oy condros Vi y VI se observa que existen diferen-
ciay entre Jos valores nonmdes, obtenidos para cada una de las personas no ex-
puestas, quizi debido o las diferentes condiciones de vida, Esto indica que pa-
ra uea investigacion de oy valores basales colinesterdsicos, los grupos en estu-
dio deben constituirse con individuos de las mismas regiones y hibitos que
lus pensonas propuestas para ser estudiadas, con objeto de cfectuar estimacio
nes s certens de los valeres reales,

Una vez ostablecidos nuestros valores basales se considerd necesario el
evaduar B bondad de s téenicas propuestas en un grupo de personas efectiva-
mente expnestas a los tonicos fosferados va mencionados. Para esto, se selec-
ciono el personal gue Libora en la zona agricola de Apatzingdn, Mich, en la
que son usades oy plaguicidos ded tipo del mctit v oetil parathion v o-etil. ppa-
ranitrebenit, fenil fosforo tioato,

Los resultados encontrados en el yrupo de personas examinadas, asi como
L relacion entre los hallazgos mddicos v los valores de laboratorio, se encuen-
tran en ol coadro VI en ol que se aprecia la relaciéon que existe entre lo; va-
Jores encontrados con fa téenica de HestrinMetealf v los encontrados con la
teenica estimativa de Davies v Nicholls, De tales valores se desprende que In
prucha de Hestrin-Mectalf guarda una relacidn estrecha con respecto a las con-
diciones clinicas del individuo, hecho que en forma general se observa también
en las cifras obtenidas con el métado de Davies v Nicholls,
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CUADRO VI

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE COLINESTERASA EN SAN-
GRE DE FERSONAS NORMALES.

CASO No, PLASMATICA ERITROCITICA
i 242§ Unidades 979.8 Unidades
2 265.8 " §02.0 ..
3 242.0 " 730.2
4 212.6 - 627.6 -
5 249.4 " 737.8 “
6 229 2 " 1024.2 "
7 956.6 " 737.8 "
8 289.6 " 743.4 -
9 280.6 " 748.8 "

10 254.8 " 594.6 "
1 239.3 " 462.4 "
12 239.2 " 704.8 »
13 258.4 " 787.5 ”
4 227 .4 " 627.6 »
15 196.2 " 726.8 "
16 254.0 . 859.0 »
17 254.8 " 594.6 "
18 188.0 - 979.8 "
19 235.0 . 737.8 "
20 220.6 563.4 "
2 328.2 737.8 "
22 0.2 447.8 "




(CASO No.

2
24
35
20

Fy and

1]
a8
2
30
31
32

33
34
35
36

-
M

38
39
40
41

o

43
44
15
46

A7

PLASMATICA

166. ¢ Unidades

§4.2
163.
185.
182,
258.
258.
170.

88.
163.
195.
182,
327.
258,
238.
195.
214.
239.2
263. 4
239.2
208.0
195.4
264.6
226.8
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ERITROCITICA
621.4 Unidades

848.8
624.7
511.1
549.0
946.6
492.2
511.1
795.0
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sR23BBUERE]
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88
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”

e
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CASO Na. PLASMATICA ERITROCITICA
48 239.4 Unidades 757.2 Unidades
19 258 .4 " 624.6 "

30 233.2 " 530.0 »
51 182.8 " 832.8 .
52 7.2 . 681.4 »
53 298.8 " 908.8 »
54 252.0 " £832.8 "
55 182.8 " 084.2
56 245.8 " 946.4 ”
57 958.4 " 605.7 "
58 233.2 " 548.9 .,
59 195 4 " 530.0
60 2772 . 567.9 .




4%

CUADRO V1

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE COLINESTERASA EN SAN-
GRE DE PERSUNAS NORMALES.

CASQO No. PLASMATICA ERITROCITICA
1 242 .8 Unidades 979.8 Unidades
2 263.8 - §92.0
3 242.0 - 730.2 .
4 212.6 - 627.6 .
5 249.4 - 737.8 -
6 239 .2 - 1024.2 .
7 356.6 - 737.8 "
8 259.6 T43.4 "
9 2580.6 " 748.5 "

10 254.8 " 594.6 "
1l 239.3 . 462 .4 "
12 239.2 » 704.8 "
13 258.4 - 787.5 "
14 227 .4 " 627.6 "
15 196.2 " 7268 .
168 254.0 - 859.0 "
7 254.8 594.6 "
18 185.0 - 979.8 "
19 238.0 . 7378 .
20 220.6 563.4

21 328.2 " 737.8

a0 204.2 47.8




CASO No.

23
24
2
26
o

23
%
30
31
3.2
33
H
35
36
37
38
39
40

41
2

13
44
45
46
7

PLASMATICA

168. 0 Unidades

88.2
183.8
185 .4
182,
327,
58,
a58.
170.
8.
163.
195.
182.
327.
258,
258.
195.
214.
239.
263.
208.
195.
264.6
226.8

19 de [Tt da (U da 0 O da 01T LD de da O 00

- o

»

ERITROCITICA
621 .4 Unidades
946.6 "
624.7 "
511.1 -
549.0 .,
946.6 .,
4922
511.1 "
795.0
946.6
624.7 "
511.1 "
549.0 "
946 .6 "
492.2 "
Si1.1 "
755.0 .
908.6
803.6 "
870.6 "
643.6 "
870.7 "
719.2 "
681.4 .
556.8 .,
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CASO No. PLASMATICA ERITROCITICA
48 239. 4 Unidades 757.2 Unidades
49 255.4 " 624.0 “

50 233.2 - 530.0 "
51 182.8 . 832.8 ”
52 277.2 " 681.4 »
53 268 .8 - 908.6 "
54 252.0 " 832.8 »
55 182.8 " 954.2 »
56 245.8 " 046.4 "
57 m»“ » &5~7 »
58 233.2 " 548.9 »
59 195.4 " 530.0 "
60 217.2 " 567.9 "




DETERMINACION DE LA COLINESTERASA EN SANGRE DE
PERSONAS NO

Caso No.
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CUADRO

VIl

“ama AW

oAk

Metodo de Hestrin: Metcalf.

Plasmatica

102.8 °,
112.6 .
102.5
90.0
105.5
971 .
108.7 .
122.7
118.8
107.9
101.3
101.3
109. 4
96.3 ..
$3.1 .,
07.6 ..
107.9
79.6
100.8
93.4

146.2
133.1

Y et

e
LE5BRRENRBE

%

v

ES

Eritrocitica

Método de
Davies-Nicholls

Total
113.9 %

168.0
97.7
111.0
118.0
115.0
112.0
117.0
112.0
112.0
110.0
117.5
118.1
101.0
93.6
110.0
112.0
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Caso No.
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CUADRO VIIHI

RELACION DE LA DETERMINACION DE COLINESTERASA EN SANGRE
DE PERSONAS EXPUESTAS A PLAGUICIDAS ORCANOFOSFORADGS

Método de

Metodn de Hestrin Metealf. Davies-Nicholls
Caso No. Plasuitica Fritrocitica Togal
1 232 0 Unid. 670.0 Unid. 82.3 %
2 179.8 . 6G42.4 72.1 ,
3 147.6 . 433.6 . 80.¢ .,
4 269.6 708.4 , 61.2
5 7.0, 385.4 . 66.2 .
{ 263.2 . 3%4.0 82.4
7 122.0 384.0 121.38 ,,
8 160.0 ., +9.6 83.7 .
9 70.6 6744 59.1 .,
10 236.8 .. 578.0 79.5
11 224.0 . 578.0 ., 50.7 .
12 3840 . 513.8 .. 103.5 .
13 198.8 ., 578.0 153.8
14 109.2 321.2 ., 63.4 ,
15 0.6 . 119.6 46.8 .
16 64.0 ., 642.4 50.8 ,
17 122.0 ., 321.2 . 95.6
18 295.2 ., 513.8 . 31.7 .
19 173.2 . 578.0 ,, 79.3 .,
20 G40 674.4 . 57.8 »




Caso No Plasmatica Fritrocitica Total
21 122.0 Unid. 449.6 Unid. 70.4 %
22 25.2 .. 705.6 7%.5
23 173.2 ., 56.0 7.0
24 64.0 7.4, 9.1 ,
25 64.0 546.0 ., 7.0 ,
24 295.2 598.0 ., 85.0 ,,
27 141.2 64.8 . 32.6 ,,
s 166.8 . N7.4 ., 25 4,
2 147.8 . 610.2 65.3
3 147.8 . 546.¢ ,, 81.1 ,,
31 141.2 931.4 . 60.3 ..
32 6.4 . 0.0 15.5 .,
3 15L.2 289.0 ., 70.4
R 134.8 . 417.4 . 42.3 ,,
35 147.6 .. 546.0 . 59.8 .




RESULTADOS DADOS EN POR CIENTO

Método de
Nétodo de Hestrin-Metealf Davies-Nichells
Casxe No., Plagnatica Eritrocitica Total
1 CATR I 100.0 <% 82.3 %
2 6.1 . 95.8 . 72.1 .
5 2.5 . 4.7 . §0.0 ..
4 114.2 . 105.3 . 84.2
3 326 . 57.5 . 66.2 .
G 111.5 . 37.3 . 2.4 .
T 31.6 . 5.3 . 121.3 .
5 652 . 67.1 . 83.7 .
2] 9 . 100.5 , 39.1 .
10 105§ .. 8.4 . 79.5 .
il 094.2 . 86.4 . 0.7 .
12 162.2 76.6 163.5 .
13 £3.9 . 56.4 . 153.8 .
14 4.2 47.9 . 63.4 .
15 09 . 67.1 . 6.5 .
16 n1o. 95.8 . 30.8 . y
17 56 . 7.9 . 5.6 .
1% 125.0 . 6.6 31.7 .
14 733 . 4 . 79.3 .
it LR 0.5 . 57.8 .
24| 271 . 671 . 70.4 .
22 125.0 .. 5.3 . 76.3 .
3 25 . %1.4 - 7.0

¥




Caso No. Plasidtica Fritrocitics Total

24 46.2 % 124.5 < 29.1 %
23 78.8 . 81.4 . 7.0 .,
26 125.0 ., 134.0 85.0 ,
e 59.8 . 9.5 . 32.8 ,,
28 70.6 . 124.5 .. 72.5 .
29 62.6 . 91.0 65.3 ,,
30 62.6 . §1.4 8.1 ,
31 59.8 . 139.0 ,, 60.3 .,
32 2.7 . 0. . 15.5 ,
33 64.0 .. 88.2 70.4
3 57.1 . 145 ., 42.3 ,
35 62.5 .. 81.4 ., 59.8 .,




CAPITULO IV




RESUMEN

En este trabajo se hace un estudio de ha determinacién de la actividad de
colinesterasa e sangre a los trabajadores expuestos a plaguicidas organo-fos
torados.

Después de mencionar brevemente otros métodos que no se estudian por
estimanse que presentan mayores dificultades y menos seguridad en sus resul-
tados, e proponen dos métodos para dicha determinacién: El de Davies y Ni-
cholls, que se realiza en sangre total, y el de’ Hestrin-Metealf que se hace en
plasma v eritracitos, separadamente. El primeco (en sangre total), es un méto-
do ripido v gruewo, que permite hacer un diagnostico precoz de la intoxicacidn
vor plaguicidas organo-fosforados, para scleecionar el pérsonal al que habré de
practicarsele el segundo método (en plasma y eritrocitos), que e; mas preciso
voverar, para un diagnostico definitivo.

Fin Lo exposicion que se hace en este trabajo, se aprecia la comparacién de
b actividad de T colinesterasa, por los dos metodos, tauto en personal ne ex-
puesto (testigos), como en personal expueste a toxicos fosforados. Por lo que se
reficre a persoms expmestas debe deeirse que se hizo el estudio relative en Ia
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rona agricola de Apatzingan, Mich, en donde, por su produccién algodonera
intensiva. e presenta el problema del control de s plagas, utilizando para tal
ohjrto plavuicidas organn fusforados ¥ vomn conseeuencia existe ol riesgo de
las frecuentes intosicaciones,

Con o wpayn de la Direccion de Higiene Industrial de la Secretaria de Sa-
lubridad » Asistenoa, dorante los altimos dias de Noviembre del afio anterior,
se Hevo material de Liboratorio a Apatzingdn y se tomaron muestras a trabaja-
dores de fibricas de plaguicidas, establecidas en la poblacién. Como resultado
del estudio que abared un periodo de mas de ocho meses, se encontrd, que del
vrupo de personas analizidas, mas de Lt mitad tuvieron intoxicaciones previas.
El disgoiostion final, realizado con I avuda de la Clivica Médica de la propia
Dircecion de Higiene Industrial indicd: 11 normales; dos con absorcién, no pe-
Biorove, dieéater fonfirion, v 22 {63.2€%) con actividades de colinesterasa bajas:
o sea, que solo el 3655 del grupo de obreros estudiados estaba en condiciones
de trabaio.

Comparando los resultados de actividad plasmitica y eritracitica, con la
totul, come se hace notar en el capitulo relativo, se obtiene una concordancia
de 737, 1o que wmdica que esta altima, puede ser considerada como una bue-
na prucha cedazo, segmin se expresa en el siguiente y dltimo capitulo de Con-

clusiones.




CAPITULO YV



CONCLUSIONES

Comsiderando que la intoxiccaion por plaguicidas fosforados, como se dijo -
en ol primer capitulo de este trabajo, ¢35 un problema de mayor amplitud cada
din, se pensod que era importante encontrar un método que resultara prictico y
ripido, para L deteccion de tales intoxicaciones.

En ol provente estudio se demostrd que esto puede Nevarse a cabo en el
misme lugar de trabajo, wtilizando el método de Davies v Nicholls, hisicamente,
para identificar al persoiad intondcado, o quizi, solo sobreexpuesto en forma
masivat. Sin embargo, este métado no puede, por si solo, dar una idea precisa
del grado de intovicacion del individuo, lo cnal obliga a utilizar waa téeniva
de mavor evactitud, aungue inds Liboriona,

En consecuencia, con ks teenica de Davies v Nicholls s posible sekxecior
nar, en forma graesa, al grupe de presonas con actividades de colinestesasy abas
tida v solo sohre este pamero reducido de individuos, atiizar o] mdtado e
Hestrin Metealt que en este trabajo e ha adaptado al ultrnivroandlisis.

Para tener una relacion de ba actividad de la colinesterasa, en prrsomis v
prestas a plaguicidas orvano-fosforados, se penso hacer la determinacion de esa




actividad de La colinestorasa, e trabajadores do la zona agricela de Apstingloy,
Mich. domde v wsan dichios pbguécﬁdm en ;,mmlm cantidades. B tal ezﬁﬁf&éﬁw

o . - R 2 TN e FE bl . . 45 .
e st :i L47 Sl oA R 4 ¢ W 141 fnniﬁni (u,“ NAFY h‘dnﬁ'unwn 3y aiERE SCTreser nr‘;‘ &

clatees previas, de ;xmmefn con s renltodes de actividad do colinmsteres ¥ yoi
extunlio chinwn conteipondionte.

En ew grupe, se olitienen promedios de 7455 pars la entrocition v 683549

para la plasmatios que son cementin que dan Mm de la accidn pocien de ?setz
plaguscidas,

En 35 cases estushiadin por cliniea ¥ laboratori, se obtuvieron b sigeien-
tes dliagmntions:

11 Normales
2 casen con absorcian, no peligrosa, de dster fusférico; y
22 B o actividad de colineteras baja, o sea gque solo B8 de

este grupo, extuba en condiciones de trabajar en este tipo de indodris,

la deternanacien de L actividad de la colinesterasa en sangye tagal, dis
ana cnneurdanaa de T30 comparando sy resultisdoy con tos de 1a ‘ﬁ%ﬁﬁ’%%'

tea v oeritrocitica, separ. adcmente, lo enal iodica su wiilidad como *‘sffﬁé‘%?a &
dasos,

s Hewa o Lo conclunn, por tothos eatos queding, ale yue 1a alia §‘S‘ﬁ‘§’§=’=’t’i‘st€
dad v funestos cenltadeon, encontrulos en este estidio, vedle jan te Hque et Syl
diendo vo alzunas sonas algidoneras v ode cnltivos Titensives del pade, <in Qejar
e fecommer gue, pu».thl: miente, evistan contadhius 2o e lag qm‘ @ hacea
aplicaciones de NM"”* whas v s vioen buesas nonmay de posteceiin,

Finadmente, se haceo potas (que vnoedde trnbajo anlaments s teath de m*
contrar byosolncidn jroara dostfiear Lioactividad de Ta colinestema ja dos de



actividad de la colinesterasa, en trabajadoses de 1o zona agricola de Apatzingdn,
Mich, donde so usan diches plaguicidas en grandes cantidades. En tal estedis -
te encoptrd que of 53870 de un grupe de 35 trabajadores, hon tenido intonica:
clones previss, de acuerdo con los resultados de actividad de colinesterasa y ol
estudio clinico carrespondiente, Ry

En vse grupao, se obticnen promedios de 74.5% para la eritrocitica y 66,34%,
para fa plasmitica que son elementos que dan idea de la accién nociva de los
plaguicidas,

En 15 casos estadiados por clinica y laboratorio, se obtuvieron los siguien-
tes diagndnticos:

11 Normales,

2 casus con absorcion, no peligrosa, de éster fosférico; y

(63.2€%) con actividad de colinesterasa baja, o sea que sélo 36.8%, de
este grupo, estuba en condiciones de trabajar en este tipo de industria,

9

R

2

La determinacion de la actividad de la colinesterasa en sangre total, dié
una concordancia de 73.7¢, comparando sus resultados con los de la plasmé-
tica v eritrocitics, sepuradamente, lo cual indica su utilidad como prueba ce-
dazo,

Se lega a L conclusion, por todos estos medios, de que la alta peligrosi-
dad v funestos resultados, encontrados en este estudio, reflejon lo que es?é suge-
diendo en algunas zonas algodoneras v de cultivos intensivos del pais, sin dejar
de reconogeer que, posiblemente, existan contadas zonas en las (}ue se hacen
aplicaciones de plagnicidas v se siguen buenas normas de proteccién.

Finalmente, se hace notar gque en este trabajo solamente se tratd c}e ens
contrar L solucion para dosificar Ia actividad de Ta colinesterasa por dos de




os métados que se consideraron de mejor aplicacién a nuestro problema. No
obstante, lus altimos y frecuentes avances de la tecnologia onalitica, han reve-.
ludo muevos y quizi mejores procedimientos. En consecuencia, las técnicas
aqui propuestas pueden ser aplicadas para casos similares al descrito, con bue-

nos resultados, como fué demostrado, sin que deba olvidarse I existencia de
otros idtodos con finalidad similar, '
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