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RESUMEN

Enla actualidad se acepta que la lesion bioquimica inicial en la axonopatia
distal inducida por ésteres organofosforados (OPIDN) consiste en la inhibicién
progresiva de la esterasa neurotdxica (NTE). Sin embargo, la naturaleza y la
secuencia de acontecimientos que ocurren tras el proceso de iniciacion
(inhibicién y envejecimiento de la NTE) y preceden a la expresidn clinica de la
degeneraciénaxonal es todaviadesconocida.

En este trabajo se revisan las diferentes hipdtesis sobre el desarrollo de
la OPIDN con especial atencidn a las alteraciones bioquimicas posiblemente
implicadas en su patogenesis. Los autores aportan los resultados de su propia
experiencia en cuanto a las alteraciones del metabolismo energético en cerebro
y nervio ciatico de gallinas tratadas con TOCP. Se destaca la importancia de
ampliar los conocimientos actuales sobre la etapa de desarrollo con vistas a la
aplicacion clinica en el diagnéstico y tratamiento de las intoxicaciones por
compuestos organofosforadosneurotdxicos.

Palabras clave: OPIDN,compuestosorganofosforados, alteracionesbioquimicas.

SUMMARY

The initial biochemical lesion in the axonopathy induced by organophosp-
horus esters (OPIDN) is generally believed to be progressive inhibition of
neurotoxic esterase (NTE). However, the nature and sequence of events which

61



PLA, HERNANDEZ Y VILLANUEVA

follow initiation (inhibition and aging of NTE) and precede clinical expression of
axonal degenerationis still unknown.

in this work the different hypothesis on the development of OPIDN are
revised, with special attention to biochemical changes involved in its
pathogenesis. The authors report their own results about the effects on energy
metabolism in brain and sciatic nerve of hens treated with TOCP. The
significance of extend our knowledgement of the development period of OPIDN
related toclinical applicationis emphatized.

key Words: OPIDN, organophosphoruscompounds, biochemical changes.
INTRODUCCION

Algunos compuestos organofosforados, tras una dosis (nica, pueden
producir una polineuropatia retardada (Johnson, 1982; Abou-Donia, 1981),
consistente en una degeneracién axonal distal simétrica que se presenta
simultaneamente en el SNP y en algunos lugares del SNC. Este efecto se
conoce como “Axonopatia distal central-periférica” o sencillamente como
AXONOPATIA DISTAL, y no implica la inhibicién de la acetilcolinesterasa sino
de otra esterasa descubierta en el SN y denominada “Esterasa Neurotéxica“
o “Neuropathy Target Esterase” (NTE). Se caracteriza por un “lapso* de una
a tres semanas desde el momento de la intoxicacién hasta que aparecen las
manifestacionesclinicas.

La neuropatia retardada inducida por organofosfatos (OPIDN) ha sido
objeto de gran atencion principalmente debido a la importancia comercial y al
intensivo uso de estos productos. Su utilizacion como insecticidas, aditivos del
petroleo y modificadores de plasticos, plantea problemas toxicoldgicos de
interés desde la perspectiva de la contaminacién ambiental y la posibilidad de
accidentes toxicos en el manejo de estos productos. Otro aspecto importante
en la problematica planteada por estos compuestos es el hecho de que la accion
neurotoxica pueda producirse por una dosis tnica de algunos organofosfatos.

De acuerdo con Johnson (1982) el proceso de la OPIDN puede dividirse
en tres fases:

1) Fase de iniciacién.

2) Fase de desarrollo.

3) Fase de expresion.

En esencia, la OPIDN es iniciada por la fosforilacién de una proteina en
el SN (NTE). Se necesita ademdas un segundo paso conocido como
“envejecimiento” para que aparezca el efecto téxico. El envejecimiento es
normalmente una reaccion rapida que implica la pérdida de un grupo ligado al
atomo de fosforo, dejando un grupo fosforilo cargado negativamente unido a
la proteina(NTE).
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Los compuestos que envejecen son los que pueden desencadenar el
proceso de la OPIDN, siempre que se alcance un cierto umbral en la inhibicién
de la NTE cerebral “in vivo*“. En animales de experimentacién se ha visto que
en cerebro, médula y nervios periféricos dicha inhibicién debe llegar al 70-80%
para que se manifieste la accién neurotdxica. En tal caso se puede predecir la
apariciénde sintomasclinicos aproximadamente2 semanas después.

Al proceso de /niciacidn, mediado por la NTE sigue una segunda etapa
de desarro/lo formada por una serie de acontecimientos a nivel celular y
molecular con una extensién aproximada de una semana y de 1a que no se tiene
conocimiento alguno. Probablemente en este periodo se gestan los posibles
cambios metabdlicos responsables de las alteraciones observadas posterior-
mente.

Finalmente, la tercera etapa de la OPIDN estd representada por la
expresidn de las manifestaciones clinicas y se caracteriza por la degeneracion
de ciertos axones largos, que conlleva cambios motores y sensoriales en el
sistemanervioso.

HIPOTESIS SOBRE EL DESARROLLO DE LA OPIDN

Como se ha indicado anteriormente, la secuencia de acontecimientos que
tiene lugar desde la iniciacidn (inhibicién de la NTE y envejecimiento) hasta la
aparicién de los signos clinicos de la OPIDN no se conoce en ia actualidad.
Johnson (1975, 1982) ha sugerido que tras la “iniciacion* la carga negativa del
enzima fosforilado y envejecido interaccionaria con un hipotético componente
de membrana que tendria como consecuencia inmediata la interrupcion de
ciertos mecanismos fisiolégicos de control con implicacién de proteinquinasas
y fosfatasas. En esta misma linea se desarrolla la hipétesis de Zech y
Chemnitius (1987) concediendo un importante papel a las proteinquinasas del
sistemanervioso.

La implicacién del sistema proteinquinasa en la OPIDN esta apoyada por
los efectos del soman sobre la actividad adenilciclasa aislada de sinaptosomas
(Sevaljevic et al.,, 1984) y las alteraciones en los niveles de fosfoproteinas
sinaptosomales(O'Callaghany Miller, 1984; Lapadula et al., 1985).

Por su parte, Abou-Donia (1981) propone que las proteinas diana
(enzimaticas o estructurales) en los axones tienen funciones relacionadas con
la produccidén de energia y su utilizacién para el mantenimiento del transporte
axonal. De esta forma, la fosforilacién de la NTE provocaria una alteracién del
transporte axonal que en definitiva seria la responsable de las alteraciones
posteriores.

El retraso en la aparicién del dafio es consistente con la hipétesis de que
se produce una lesidn bioquimica en ciertas neuronas, sin una pérdida
inmediata de actividad. Posiblemente se desarrolla una deficiencia dentro de
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la neurona y es ésta la responsable, en ultimo término, del fallo funcional y el
daho estructural. Pero lo cierto es que en la actualidad no hay evidencias de
una alteracion metabdlicadefinida consecutivaa la inhibicion de la NTE.

ESTUDIOS BIOQUIMICOS EN LA ETAPA DE DESARROLLO DE LA OPIDN

Cuando se identificéd la proteina diana como una esterasa con una
determinada especificidad frente al sustrato fenil fenilacetato (PPA), las
esperanzas se centraron en descubrir una ruta metabdlica neuronal en la que
estarian implicadas sustancias estructuralmente relacionadas con el PPA. De
estaforma, la interrupcion de dicha ruta metabdlica por inhibicidn de la esterasa
neurotdxica (NTE) provocaria una acumulacién o una desviaciéon de algunos
intermediarios metabdlicos y, consecuentemente, una deficiencia del producto
final. Esto seria la causa del dafio neuronal producido por los compuestos
neurotoxicos.

Sin embargo, el descubrimiento de los agentes “protectores' capaces de
inhibir la NTE sin producir neuropatia descarté la posible implicacién del
metabolismo de los compuestos tipo fenil fenilacetato. Desde entonces, se han
hecho numerosos intentos para detectar cambios bioquimicos en la etapa de
desarrollo de la OPIDN, que permitan esclarecer los acontecimientos que
siguen a la inhibicidn y envejecimiento de la NTE, si bien los resultados
obtenidos son hasta ahora poco alentadores.

A continuacion, pasamos a resefiar los estudios realizados y los resultados
mas interesantes en relacion a la patogénesis de la OPIDN.

1. Efectos sobre lipidos

Desde los primeros mementos, los lipidos han sido el centro de atencién
en los estudios bioquimicos de la OPIDN. Los resultados, en general, no son
claros y como critica Johnson (1975) los trabajos sobre lipidos son dificiles de
evaluar por la falta de informacién sobre los detalles experimentales asi como
por las técnicas utilizadas para su analisis.

La observacién mds interesante sobre el metabolismo lipidico es, sin duda,
la hecha por Sheltway y Dawson (1969). Estos autores demostraron un
incremento del 25% en la tasa de incorporacién de P32 en el trifosfoinositido
de nervio cidtico de gallinas tratadas con TOCP. No se detectaron cambios en
ningun otro lipido y este efecto tampoco se encontré en el cerebro. Los
polifosfoinositidos son lipidos de membrana a los que actualmente se les
atribuye un papel como segundos mensajeros celulares, participando activa-
mente en numerosos procesos fisioldgicos (Abdel-Latif, 1983). La posible
implicacién de estos lipidos en el desarrollo de la OPIDN sugerida por Sheltway
y Dawson (1969) requiere, como sugiere Johnson (1975), confirmacidén con las
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tftimas técnicas disponibles en la actualidad, dada la dificultad metodolégica
de la extracciény analisis de dichos lipidos.

En cuanto al contenido lipidico también es digna de mencién la observacion
hecha por Morazain y Rosenberg (1970) sobre la composicidn lipidica de
nervios en especies susceptibles y no susceptibles, encontrando que
diferencias semejantes aparecian entre nervio ciatico que degeneraba tras la
intoxicacion por TOCP y el cerebro y nervio esplénico que no se afectaban.
Estos autores aportan datos que muestran como en especies susceptibles la
razén esfingomielina/fostatidilcolina es mucho mayor que 1 mientras que en
especiesresistentes, como la rata, dicharazon es inferiora 1.

2. Estudios sobre proteinas

Los datos mas interesantes en este apartado se refieren a la fosforilacion
de proteinas.

Aunque la fosforilacién de proteinas ha sido reconocida durante muchos
afios como un mecanismo regulador del sistema nervioso, sélo muy reciente-
mente se ha investigado su implicaciénen los mecanismos de neurotoxicidad.

La mayoria de los estudios sobre fosforilacidon de proteinas se deben al
grupo dirigido por Abou-Donia y se han efectuado en los ultimos 6 afos. Hay
que tener en cuenta no obstante, que muchos de esos trabajos son estudios /7
vitro, y que pueden no ser un fiel reflejo de lo que ocurre /77 vivo.

En animales tratados con TOCP, la fosforilacién de proteinas aumenta 21
dias después de la intoxicacién (Abou-Donia et al., 1984; Patton et al., 1983,
1985 a, b, c y 1986). Los autores sugieren que esto se debe a la alteracion de
una proteinquinasa, basandose en que el tratamiento con TOCP no altera la
actividad fosfatasa ni la cantidad de proteina y en que el TOCP aumenta la
fosforilacion de una gran variedad de sustratos proteicos. Ademds los
resultados hallados por Patton et al. (1986) muestran una buena correlacion
entre el aumento de la fosforilaciéon de proteinas y varias caracteristicas de la
OPIDN como fa naturaleza del agente quimico, la dependencia de la dosis y el
tiempo, la edad y el sexo del animal asicomo la susceptibilidad de las diferentes
especies.

En cualquier caso, la alteracion descrita es bastante tardia (21 dias tras
la intoxicacién) y en principio no seria una alteraciéon bioquimica primaria
implicada en el proceso patogénico conducente a la neuropatia. En ese
momento, los signos clinicos de ataxia y paralisis son ya evidentes y es dificil
establecer la relacién del efecto observado con la lesién primaria en la OPIDN.
Como sefalan Abou-Donia et al. (1888), una alteracion de la fosforilacién de
proteinas puede ser un efecto lateral o bien una consecuencia primaria o
secundariade la lesion producida.
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3. Actividades enzimaticas

Aunque son muchos los enzimas estudiados en la OPIDN los resultados
son poco concluyentes en cuanto a la relacién con el mecanismo de accién.
En la Tabla | se incluye una relacién de los enzimas afectados por los
compuestos organofosforados neurotéxicos.

4. Efectos sobre el metabolismo energético

Un hecho que sorprende mucho a la hora de recopilar informacién de los
estudios realizados sobre la fase de desarrollo es la inexistencia de trabajos
sobre el metabolismo energético, siendo éste uno de los aspectos mas
abordados en otras neuropatias téxicas en las que se ha llegado a encontrar
una clara implicacionde dicho proceso metabdlico en su patogénesis.

Eltejido nervioso es particularmente dependiente de glucosa como fuente
de ATP (Hawkins y Mans, 1983) y se sabe también que el transporte axonal
depende, a su vez, del ATP generado en la glucolisis (Sabri y Ochs, 1972). Se
ha visto que el transporte axoplasmico en nervio cidtico de gato es bloqueado /7
vitro por el &cido yodoacético (Ochs y Smith, 1971), un conocido inhibidor de
la glucolisis. Esta alteracién del transporte ocurre gradualmente requiriendo
un intervalo de 1.5 - 2 horas para su plena manifestacién. Este bloqueo
retardado se atribuye a una inhibicién irreversible y especifica de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, enzima de la glucolisis y con un pape!
esencial en el mantenimiento del sistema de transporte (Sabri y Ochs, 1971).
El blogueo se acompafia de un marcado descenso en los niveles de ATP y
fosfocreatina (Sabri y Ochs, 1972), lo que corrobora que el transporte es un
proceso dependiente de energia.

Estos hechos condujeron a Sabri y colaboradores a estudiar la glucolisis
como una posible ruta metabdlica comun que podia ser afectada por ciertas
sustancias capaces de producir axonopatia distal. En la Tabla Il se resumen los
principales efectos de algunas neurotoxinas sobre enzimas implicados en la
energéticacelular.

Estos resultados revelan la existencia de varios lugares en las rutas
metabdlicas para la obtencién de energia que, al menos, /7 vitro, pueden ser
afectadas por algunas neurotoxinas. Estas sustancias afectarian la glucolisis
originando asila degeneracion axonal por un mecanismo comuan, “‘disminucién
del aporte de energiaquimicaen la fibra nerviosa". (Sabriy Spencer, 1980).

Todo ello, junto al hecho de que en la OPIDN la etapa comprendida entre
la inhibicidn de la NTE y la aparicién de los signos clinicos es practicamente
desconocida y su posible refacién conuna alteracién en el suministro energético
a los axones, nos llevo a considerar el estudio de la via glucolitica en cerebro
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y nervio ciatico de gallinas tras la intoxicaciéon con compuestos organofosfora-
dos capaces de produciruna polineuropatia retardada.

En el estudio /» wiro ensayamos varios compuestos organofosforados
frente a enzimas glucoliticos (Hernandez et al.,, 1988). Los compuestos
neurotdxicos (mipafox, metamidofos, cresil saligenin fosfato) se ensayaron a
concentraciones hasta 10 veces la concentracién requerida para producir una
inhibicidn de la NTE del 50% y no se detecto inhibicién de los enzimas
hexoquinasa (HK), fosfofructoquinasa (PFK), gliceraldehido 3-fosfato deshidro-
genasa (GAPDH) y lactico deshidrogenasa (LDH). Estos resultados contrastan
con la inhibicién de la glucolisis por otros compuestos neurotdxicos (ver Tabla
H) y estan en contra de la hipétesis comun sugerida por Sabri y Spencer (1980)
paralas axonopatiasdistales.

Hemos realizado también un estudio /7 wvo, con gallinas tratadas con
TOCP (500 mg/kg y 750 mg/kg) determinando las actividades enzimaticas
anteriormente citadas en cerebro y nervio ciatico, a los dias 1,3, 7y 15 tras la
administraciéon del compuesto neurotéxico. Ninguna de las actividades
enzimaticas mostrd alteraciones en cerebro. Sin embargo como se muestra en
la Tabla lll, la PFK mostré un descenso estadisticamente significativo en nervio
ciatico a los 15 diastras la intoxicacioncon TOCP.

El efecto observado fue mas intenso cuando las gallinas se trataron con
750 mg/kg.

De nuestros resultados se desprende el hecho de que la disminucién de
la actividad PFK no es un efecto directo sobre la molécula enzimatica, al
comparar el comportamiento de la NTE y PFK (Tabla IIl). La relacion de este
hallazgo con una afectacion del transporte (Moretto et al., 1987) no esta clara,
ya que un bloqueo del transporte afectaria, en principio, a otros enzimas
glucoliticos que se sabe son transportados por un mismo mecanismo. La razén
de la selectividad podria estar relacionada con el complejo mecanismo de
regulacionpropuesto para la PFK (Solingy Brand, 1981; Evans et al., 1981).

Resultados preliminares realizados utilizando un protector (Fenilmetano-
sulfonil fluoruro, PMSF) sélo y en diferentes combinaciones con el TOCP
sugieren que la alteracion encontrada podria estar relacionada con el
envejecimientode la NTE en |a fase de iniciacién.

La interpretacion de nuestros resultados en cuanto a su implicacién en el
mecanismo de accion de la OPIDN no es facil con los datos disponibles hasta
el momento, planteando algunos interrogantes que en parte estan siendo
estudiados en la actualidad.

La primera cuestidn que se plantea es si se trata de una alteracién
bioquimica primaria o secundaria del proceso téxico. Al analizar esta cuestién
surgen otras como:

- ¢Es un efecto exclusivo del TOCP o sera también producido por otros
organofostfatosneurotdxicos?
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iAparece este efecto en las neuropatias producidas por otros
compuestos neurotoxicos (acritamida, hexacarbonos, etc.)?

- ¢ A qué se debe la selectividadpor la PFK entre los enzimas estudiados?

En cuanto a si esta alteracion bioquimica es relevante o no para las
consecuencias toxicas, su aparicion tardia parece indicar que no es relevante,
aunque nosotros pensamos que dicha alteracién, si no es “primaria inmediata*“
podria ser una manifestacién indirecta de un hecho anterior no identificado
aun. Insistimos en que son poces los datos disponibles para interpretar
correctamente este hallazgo. Quedan, pues, por confirmar muchos puntos
ademas de las cuestiones planteadas en cuanto a la relacién del descenso de
la actividad PFK con algun acontecimiento inmediatamente posterior a la
iniciacion (p. eje.: fosforilacion de proteinas, afectacion del transporte axonal)
asicomo el hecho de que la disminucién de la actividad PFK sea debida a una
inhibicion enzimatica o a una disminucién de la cantidad de enzima
cataliticamenteactiva.

En conclusion, el descenso de la actividad PFK podria tener consecuen-
cias importantes con una reduccdn en la energia disponible en las neuronas,
pero queda por establecer la relacion causal entre esa disminucion de actividad
y la patogénesisde la OPIDN.

5. Etectos sobre el transporte axonal

La afectacién del transporte axonal estaria implicada en el desarrollo de
la OPIDN segun Abou-Donia (1981). Sin embargo, como él mismo reconoce,
los resultados obtenidos con organofosfatos neurotdxicos han sido conflictivos.
Recientemente, se han publicado dos trabajos que apuntan la posibilidad de
una alteracion del transporte. Padilla et al. (1983) encuentran una inhibicién
del transporte axonal lento en nervio ciatico de gallina. Por su parte, Moretto
et al. (1987) ha encontrado una inhibicidén del transporte axonal retrégrado en
gallinas tratadas con di-n-butil-2,2-diclorovinilfosfato (DBDCVP) en fibras
sensitivas y motoras. El maximo efecto (reduccién del 70%) aparecia a los 7
dias tras la administracion del téxico, antes de la degeneracién axonal y el
comienzo de los sintomasclinicos de la neuropatia.

La utilizacion de controles adecuados permite a los autores concluir que
el déficit en el transporte retrégrado esta relacionado con la patogénesis de la
OPIDN, y més importante aun, con el proceso de iniciacién, siendo el unico
dato de interés descrito hasta el momento sobre una alteracién precoz en la
etapa de desarrolloy con posibles implicacionesen la patogénesisde la OPIDN.

6. Otros efectos

Kimmerle y Loeser (1874) encontraron una relacién entre neurotoxicidad
y niveles de cobre libre y ceruloplasmina en suero de gallinas en los primeros
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dias tras la intoxicacién con TOCP y otros ésteres fostéricos neurotéxicos. El
hecho de que la administracion cronica del quelante dietilditiocarbamato sédico
produce en gallinas lesiones semejantes a las del TOCP (Howell y Edington,
1968) sugiere la posible implicacién del cobre en la neuropatia. Sin embargo,
Malone (1964) demostré que el déficit de cobre no modifica 1a susceptibilidad
de la oveja a los efectos neurotdxicos del haloxén. Se ha sugerido que los
cambios en los niveles de cobre interferirian ciertas actividades enzimaticas.

Recientes estudios han mostrado que DFP y TOCP son capaces de afectar
a ciertos receptores de neurotransmisores(Ali et al., 1984).

Existe un trabajo (Freed et al., 1976) que indica la disminucién de los
niveles de dopamina en el cuerpo estriado de ratas ataxicas (detalles mal
definidos) tras la administraciénde 35 dosis diarias de mipafox.

Se han realizado algunos intentos para implicar las alteraciones inmu-
nologicas en el desarrollo de la OPIDN (Foil et al., 1980; Watanabe y Sharma,
1977), si bien los resultados fueron desalentadores. No obstante, aqueflos
detectaron alteraciones en algunos aspectos de fa inmunidad celular en gallinas
paralizadastras el tratamientocon TOCP.

CONCLUSION

A la vista de los hechos considerados en los apartados anteriores, y de
acuerdo con otros autores, consideramos que sigue vigente la necesidad de
elucidar la secuencia de acontecimientos entre la fosforilacién de la NTE y la
degeneraciénaxonal.

La importancia de ampliar nuestros acontecimientos sobre la etapa de
desarrollo (la menos conocida de la OPIDN) es multiple. El descubrimiento de
fas bases metabdlicas de la axonopatia distal puede proporcionar las claves
para el desarrollo de una terapéutica adecuada en tales situaciones. Puede
también ayudar a esclarecer las lesiones metabélicas asociadas a neuropatias
espontdneas y genéticas del tipo de las axonopatias distales. Ademas la
identificacion de las moléculas especificas necesarias para el mantenimiento
de la integridad axonal y que son vulnerables a las neurotoxinas puede
proporcionar un medio diagnéstico para el screening de la capacidad
neurotdéxica de gran numero de sustancias quimicas (esta es una de las
aplicaciones de la NTE) asi como predecir en clinica la apariciéon de una
axonopatiatras una intoxicaciénaguda con un compuesto neurotéxico.

Sia todo ello unimos la importancia de los compuestos organofosforados,
por su uso a gran escala como insecticidas y su papel como contaminantes
ambientales, el tema se encuadra dentro de una linea de! maximo interés desde
el punto de vista toxicoldgicoy sanitario.

Sdélo un conocimiento exacto del mecanismo bioquimico responsable de
las alteraciones observadas en la intoxicacion por los distintos agentes
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neuropaticos permitird adoptar las medidas oportunas que garanticen la
utilizacién de estos productos con el minimo riesgo téxico y aplicar el tratamiento
especificoen caso de producirse la intoxicacién.
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