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1. INTRODUCCION

En general, cuando se usa el término “compuesto organofosforado”
(abreviado como OP del término en inglés Organophosphate) se hace referencia a
un grupo de compuestos organofosforados toxicos, los cuales tienen al menos un
sustituyente organico que no necesariamente se encuentra unido por un enlace
fésforo-carbono (P-C). El fosforo puede tener desde uno hasta seis sustituyentes y
puede formar varios enlaces se han planteado varias clasificaciones para estos
compuestos: por el nimero de coordinacion, por el estado de oxidacion del fosforo
(O, I, 11, 11, V), etc., que incluyen desde los fosfoalcanos, fosfoalquenos, fosfinas, y

oxofosfinos hasta los fosforanos, alquil fosfatos y ésteres fosfato.

El descubrimiento de la toxicidad de estos compuestos ocurrié por accidente
durante la década de 1930 cuando el quimico aleman Gerhard Schrader realizaba
investigacion sobre nuevos compuestos para su uso como pesticidas y junto con su
equipo padecieron de los efectos de la exposicion al tetraetil-pirofosfato (TEPP),
mientras trabajaban en el laboratorio.! Esta caracteristica llevé a impulsar su
desarrollo y uso como plaguicidas para matar, prevenir, repeler o afectar
negativamente a ciertos organismos (plagas), atendiendo asi la necesidad de
garantizar la produccion de alimentos que resulta indispensable y siempre creciente.
A nivel mundial, aproximadamente un tercio de los productos agricolas se cultivan
con el empleo de plaguicidas, y sin el uso de estos productos quimicos, se veria
afectada la produccion de diferentes alimentos de la siguiente manera: la produccién
de frutas sufriria una disminucién del 78%, la de hortalizas un 54% vy la de cereales
un 32%.2

1.1 Planteamiento del problema

En el transcurso del tiempo, al usar estos plaguicidas organofosforados se
ha encontrado que si bien no resultan tan téxicos como los hidrocarburos clorados
gue antes se utilizaban para los mismos fines; tienen muchos efectos colaterales en

el medioambiente y en la salud humana.
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Hoy en dia la demanda de alimentos tal como la poblacion crece de forma
exponencial, a la vez que las condiciones climaticas van cambiando y ocasionan
mayor estrés a todos los cultivos debilitdndolos. Por estas razones fundamentales
se estima qué no habra una disminucién en el uso de plaguicidas organofosforados,
sino al contrario, un incremento en su uso a nivel mundial y junto con ello los
problemas de contaminacion y salud asociados a ello. Desde luego, existe el
desarrollo de otras estrategias para combatir plagas utilizando compuestos menos
toxicos o mediante estrategias como el uso de feromonas cuando se trata de
insectos, sin embargo, estos desarrollos avanzan de una forma mas lenta que la

necesidad de tener cultivos sanos y productivos ante la demanda a nivel mundial.

En México, los plaguicidas organofosforados se han utilizado durante
décadas en la produccion agricola, en particular en los cultivos de frutas y hortalizas,
donde son ampliamente utilizados para controlar plagas como el gusano del tomate
y la mosca blanca. La produccion de alimentos en México es una fuente importante
de ingresos y empleo, pero también es una fuente importante de contaminacion
ambiental. Los plaguicidas organofosforados son en buena parte responsables de

la contaminacioén de los suelos, el agua y el aire en las zonas agricolas de México.3

En 2017, México prohibié el uso de 25 plaguicidas que se consideran
altamente toxicos, entre ellos varios organofosforados. Esta medida fue tomada en
respuesta a las preocupaciones sobre el impacto de estos productos en la salud

humana y el medio ambiente.

A pesar de los esfuerzos del gobierno mexicano para controlar el uso de
estos plaguicidas, los niveles de exposicién siguen siendo altos en algunas zonas
rurales y urbanas del pais. Muchos trabajadores agricolas, asi como las personas
que viven cerca de los campos de cultivo, estan expuestos a estos productos
guimicos peligrosos y pueden sufrir graves efectos adversos para la salud y pese a
las regulaciones aplicadas, todavia existen preocupaciones sobre el uso de
plaguicidas organofosforados téxicos en México, pues los agricultores a menudo no
tienen acceso a informacion adecuada sobre el uso seguro de estos productos, y la

falta de alternativas seguras para el control de plagas puede llevar a un uso excesivo
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de los plaguicidas. Ademas, la supervision y la aplicacion de las regulaciones

resultan inconsistentes en algunas areas del pais.

La regulacion de los plaguicidas organofosforados en México ha sido objeto
de criticas por parte de grupos de defensa del medio ambiente y de la salud publica.
Se ha argumentado que las normas Yy regulaciones actuales no son lo
suficientemente estrictas para proteger a las personas y al medio ambiente de los
efectos nocivos de estos productos quimicos. Un problema critico es la falta de
control en la venta y distribucion de estos plaguicidas. En algunos casos, los
productos quimicos han sido falsificados o adulterados, lo que aumenta el riesgo de

intoxicacion para los usuarios y la poblacién en general.

Ademas, en algunos casos se observa que los limites maximos de residuos
(LMR) permitidos para los plaguicidas organofosforados son demasiado altos* (de
5 a 4000 partes por billén dependiendo del plaguicida y el producto agropecuario) y
no estan actualizados o exceden su concentracion permitida® en funcién de la
evidencia cientifica mas reciente, en donde se busca que los alimentos no tengan
este tipo de residuos® (especificamente para plaguicidas altamente peligrosos como
clorpirifés y ometoato) o que oscilen en cantidades minimas’° (de 1 a 50 partes
por billén). Esto significa que los alimentos que se producen y consumen en México
pueden contener niveles peligrosamente altos de estos productos quimicos. La falta
de transparencia en la regulacion y los procesos de aprobacion de los plaguicidas
organofosforados también ha sido criticada. Muchas veces, los intereses de las
empresas productoras de pesticidas parecen tener mas peso en las decisiones

regulatorias que la proteccién de la salud publica y el medio ambiente.

Una mas de las carencias en la regulacion de los plaguicidas
organofosforados toxicos en México es la falta de informacion a nivel médico y
agricola sobre los tratamientos para las intoxicaciones con estos productos
quimicos. Aunque existen tratamientos efectivos para las intoxicaciones por
plaguicidas organofosforados toxicos, como la administracién de antidotos y la

terapia de soporte, muchas personas no tienen acceso a estos tratamientos debido
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a la falta de informacion y a la falta de servicios de salud adecuados en las zonas

rurales y urbanas mas pobres del pais.

Dado que el uso de plaguicidas organofosforados esta en aumento, vale la
pena hacer una revision del problema de salud que generan y las soluciones que

existen a la fecha.

Los estudios en este rubro han adquirido una gran importancia debido a la
problematica que los rodea y ahora pertenecen al Area Prioritaria Nacional Agentes
Téxicos y Procesos Contaminantes establecida recientemente por el CONAHCYT,
debido a que en México existe una grave crisis causada por la circulacion abundante
de diversos agentes toxicos acumulados y mezclados a lo largo de en el agua
superficial y subterranea, asi como en los suelos y los organismos vivos, lo cual

sucede con los compuestos organofosforados téxicos.

1.2 Objetivos

En este trabajo se hace una revision y andlisis en el desarrollo y uso de sistemas
basados en oximas como agentes descontaminantes tanto clinicos como
medioambientales, actualizado a 2023, de los trabajos reportados en la literatura
cientifica internacional, asi como de los resultados obtenidos en la implementacién
de estos para tratar las intoxicaciones con plaguicidas organofosforados y agentes

nerviosos.

También se plantean las perspectivas de uso y se contrasta el nivel de

conocimiento de estos sistemas a nivel mundial y en nuestro pais.

1.3 Hipdtesis

Dado el aumento en el uso de plaguicidas organofosforados en la produccion
agricola, asi como los efectos colaterales en el medioambiente y la salud humana,
se plantea la hipétesis de que existe una necesidad urgente de desarrollar y utilizar
sistemas basados en oximas como agentes descontaminantes tanto clinicos como

medioambientales para tratar las intoxicaciones con plaguicidas organofosforados
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y agentes nerviosos, y que se requiere una mayor investigacion y conocimiento en
México sobre el uso de estos sistemas para abordar los problemas de salud y
contaminacion asociados con los plaguicidas organofosforados. Adicionalmente, se
emplean oximas como métodos de deteccion de agentes de guerra quimicos (CWA)

mediante diversas técnicas.

2. GENERALIDADES Y SITUACION ACTUAL DEL USO DE PLAGUICIDAS

El articulo 2° del Cadigo Internacional de Conducta para la Distribucion y Utilizacion
de Plaguicidas de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) y de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a los
plaguicidas como “cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a
prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de
enfermedades humanas o de los animales, las especies no deseadas de plantas o
animales que causan perjuicio o que interfieren de cualquier otra forma en la
produccion, elaboracién, almacenamiento, transporte o comercializacién de
alimentos, productos agricolas, madera y productos de madera o alimentos para
animales, o que pueden administrarse a los animales para combatir insectos,
aracnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos. El término incluye las sustancias
destinadas a utilizarse como reguladoras del crecimiento de las plantas, defoliantes,
desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o agentes para evitar la caida
prematura de la fruta, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de
la cosecha para proteger el producto contra la deterioracion durante el

almacenamiento y transporte”.10

Segun el informe "Statistical Yearbook" publicado en 2022 por la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO),
la produccién mundial de cultivos primarios aument6 en un 52% entre 2000 y 2020,
hasta las 9.3 billones de toneladas reportadas en 2020, para lo cual se han utilizado
4.6 millones toneladas de plaguicidas (herbicidas, insecticidas y fungicidas)
anualmente.! En México, seglin datos del Instituto Nacional de Ecologia y Cambio
Climético (INECC), en el afio 2018 se importaron alrededor de 167,000 toneladas
de plaguicidas y se produjeron alrededor de 48,000 toneladas en el pais.!?
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Los plaguicidas plantean graves riesgos para la salud debido a la exposicion
del usuario. La Direccién General de Epidemiologia Mexicana report6 de 2018 a
2020 respectivamente 2,890, 3,062 y 2,049 incidentes de intoxicacion por
plaguicidas,® con tres principales causas: la mezcla y aplicacion de plaguicidas, el
consumo de alimentos contaminados y la ingestion de agua contaminada. Ya sea
por intoxicaciones accidentales o bien, por el uso rutinario de plaguicidas, su uso

representa riesgos para la salud de las personas tanto a corto como a largo plazo.'*

En el mundo, se estiman 385 millones de intoxicaciones agudas cada afio
por el uso de plaguicidas y que de ellas 200,000 personas mueren cada afio como
consecuencia.’® Segln la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se estima que
hay un millbn de envenenamientos accidentales debido a plaguicidas solo en
América Latina, de los cuales al menos una quinta parte deriva en la muerte de los
individuos.'® En México los datos que existen son menos fidedignos. Por ejemplo,
segun los datos del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE), para
el estado de Michoacéan, solo entre 2017 y 2018, hubo un total de 427 casos de
envenenamiento por plaguicidas, con el mayor porcentaje en hombres, sin
embargo, se sospecha que existen otros casos iguales o mas graves, donde los
afectados no van al médico, algo que se ha vuelto recurrente en las personas que
sienten los sintomas de envenenamiento agudo, lo cual no queda reflejado en un

cien por ciento de los informes.t’

Aungque el envenenamiento causado por los plaguicidas en el mundo
representa un problema significativo de salud publica debido a los mdltiples usos a
los que estan destinados, especialmente en el campo agricola, las estadisticas
sobre el envenenamiento con organofosforados son muy bajas, principalmente
debido a una baja tasa de notificaciones de casos nuevos y a una preparacion
meédica local deficiente para enfrentar este tipo de casos, especialmente en
comunidades pequefias o0 alejadas de ciudades grandes y debido a la confusion de

los sintomas de intoxicacién con otros tipos de reacciones mas comunes.®

Otro factor, ademas de los mencionados, es que la poblacion que trabaja en
cultivos o con el uso directo de plaguicidas tiende a migrar mucho, debido a que es
principalmente un trabajo temporal. Ademas, la peregrinacion entre el campo y la
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ciudad hecha en todo el mundo ayuda a que en paises como México no haya
estudios epidemioldgicos toxicolégicos claros que muestren a la poblacion los
efectos de la aplicacion de plaguicidas o su mala gestion.*® De la misma manera,
en el circulo ambiental, el uso casi permanente de plaguicidas ha generado varios
efectos no deseados, como la proliferacion de organismos resistentes, la
persistencia ambiental de los desechos toxicos, la contaminacion del aguay la flora,
y la degradacién de vida silvestre.®

Por otra parte, si bien los plaguicidas organofosforados son los mas utilizados
por sus “bajos impactos”, al menos en México, no existen estudios que verifiquen
efectivamente la ausencia de dichos efectos, con respecto a estudios relacionados
con los plaguicidas de origen sintético, la mayoria de ellos son dirigidos a impactos
ambientales negativos, pero realmente existen también para la salud publica, sin
embargo, se han pasado por alto las preocupaciones de las autoridades
responsables. Los ingredientes activos utilizados en varios cultivos domésticos
conocidos por su alta toxicidad incluyen paration metilico, malatién, metamidofos,
clorpirifés, monocrotofés, paraquat, glifosato, carbofuran, metomilo, mancozeb,
clorotalonil, dimetoato, carbarilo, atrazina, 2,4-D, fosfuro de aluminio, imidacloprid,

cipermetrina, lambda cialotrina y endosulfan.2°

Sin embargo, los plaguicidas siguen siendo productos necesarios para la
agricultura debido a la necesidad de proteccidén de los cultivos ante la creciente
demanda de alimentos a nivel mundial. De acuerdo con datos de la Asociacion
Empresarial para la Proteccion de las Plantas (AEPLA), la tendencia del mercado
espafiol, asi como en el resto del mundo, la venta y el consumo de plaguicidas esta
al alza, sobre todo los herbicidas, insecticidas y fungicidas.?! Por lo tanto, podemos

esperar que, a mediano plazo, se sigan empleando.

Actualmente en nuestro pais, los estudios relacionados a este tema
pertenecen al Area Prioritaria Nacional en uno de los Programas Nacionales
Estratégicos titulado “Agentes Toxicos y Procesos Contaminantes” establecido
recientemente por el CONAHCYyT, esto debido a que existe una grave crisis causada

por la circulacion abundante de diversos agentes toxicos acumulados y mezclados
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a lo largo de en el agua superficial y subterranea, asi como en los suelos y los

organismos vivos, lo cual sucede con los compuestos organofosforados toxicos.??

3. CLASIFICACION DE LOS PLAGUICIDAS

Los plaguicidas se clasifican de diferentes formas, principalmente de acuerdo con
Su uso, estructura quimica, toxicidad y persistencia en el medio ambiente. A
continuacion, se resumen en un mapa mental las diferentes clasificaciones de estos,
algunos ejemplos y la ubicacion de los plaguicidas organofosforados en estas

clasificaciones, Figura 1. 2324

4. ESTRUCTURA Y PARAMETROS FISICOQUIMICOS DE PLAGUICIDAS
ORGANOFOSFORADOS (OP).

Actualmente, se sabe que los plaguicidas mas utilizados en el mundo pertenecen a
la familia de los organofosforados (OP). La quimica de los OP empleados como
plaguicidas los describe minuciosamente como compuestos de fosforo (V) con un
oxido terminal y tres sustituyentes unidos individualmente como lo son ésteres del
acido fosfoérico y sus derivados, los cuales contienen un atomo de fésforo central (P)
con enlace fosférico (P=0) o tiofosférico (P=S) caracteristico, dos grupos laterales
R1 y R2, que son mas comunmente grupos alcoxi (es decir, OCHz 0 OC2Hs) y un
grupo saliente (X), que es sustituido por el oxigeno de las enzimas serina-esterasas

mediante una reacciéon de sustitucion nucleofilica, Figura 2 .2526

En el caso de aquellos plaguicidas triésteres de fosfato es comun tener dos
grupos sustituyentes iguales y uno diferente que es mucho mas reactivo y se le
llama grupo saliente. Es habitual emplear la clasificacién de Holmsted dependiendo

el tipo de grupo saliente, Figura 3.2”

Las caracteristicas de cada grupo pueden variar de manera sustancial y esto
les confiere especificidad a los compuestos para reaccionar contra un tipo de

organismo u otro.
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Figura 1. Mapa mental de las clasificaciones de los plaguicidas. OP en rojo.
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Figura 1. Clasificacion de Holmsted para plaguicidas triésteres fosfato. Adaptado
de la Ref. 21.

Los OP se utilizan principalmente como plaguicidas con dos funciones. El
primero es el contacto. Esto significa que afectan directamente al organismo
plaga,?® asi como su funcién secundaria como plaguicida sistémico o indirecto, en
la cual se aplica a las areas de los cultivos afectados para evitar que los organismos

plaga accedan a estas y sus alrededores.?®

Los OP pueden clasificarse con base en sus grupos funcionales
sustituyentes como fosfatos, fosforotioatos, fosforamidatos, fosfonatos y otros como

se resume a continuacion, Tabla 1.2°

Tabla 1. Estructura quimica de los OP. Adaptado de Ref.25

Estructura molecular Ejemplos de OP (nombres comunes)

clorfenvinfés, crotoxifés, diclorvos, dicrotofos,

O 7 - 7 7 .
// heptenfés, mevinfdés, monocrotofos, fosfamida,
(R-O)——FP
o x tetraclorvinfos, triazofos.
Fosfato
Estructura molecular Ejemplos de OP (nombres comunes)
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(R-O),——FP

—X
O-alquil fésforotioato

amiton, s-metil-demeton, ometoato, metil-

oxidemeton, foxim, vamidotion.

(R-O)—P

o0—X
O-alquil fésforotioato

azotoato, clorpirifés,  metil-clorpirifés,  cuafos,
diazinon, diclofention, fenclorfos, fenitrotion, fention,
yodofenfés paration, metil-paration, pirazofos, etil-

pirimifos, metil-pirimifos.

Y

(R-O)y——P

—X
Fésforoditioato

amidition, etil-azinoféos, metil-azinofés, dimetoato,
dioxation, disulfoton, etidbn, formotibn, malation,
mecarbam, menazoén, metidation, morfotion, fentoato,

horato, protoato, tiometon.

R 0]

\ I/
|

g

S-alquil fésforotioato

profenofds, trifenofés.

S-alquil fésforoditioato

protiofds, sulprofés.

o
(R-O)Z—P//
NR,

Fésforamidato

cruformatio, fenamifds, fostietan.

o]

Il

P
/
NRy \\NRZ
NR,

Fosforotriamidato

triamifés.
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Estructura molecular Ejemplos de OP (nombres comunes)
R (0]
N
—P——NR,
metamidofos, isofenfés.
O
\R
Fosforotioamidato
I
/P\\OR . .
R /o butonato, triclorfon.
X
Fosfonato
oR . .
R /o triclornat, leptofos, cianofenfos.
X
Fosfonotioato

Los compuestos pertenecientes a este grupo de plaguicidas, dadas las
diferencias en cuanto a su estructura, ver Figura 4, presentan una gran diversidad
en sus parametros fisicoquimicos expresadas como: polaridad, solubilidad en agua,

presion de vapor, coeficiente de reparto octanol-agua e ionizacion.3°

La mayor parte de los OP son liquidos incoloros que poseen un aroma
caracteristico bastante fuerte. La gran mayoria son poco o moderadamente solubles
en agua y dada su naturaleza son altamente solubles en disolvente organicos.
Como cualquier grupo éster estos compuestos sufren hidrélisis en un medio
alcalino, en tierra y en liquidos bioldgicos, el grado de ruptura de estos grupos

funcionales varia en funcién de sus grupos sustituyentes.3°

Los OP son generalmente no polares, (lo que significa que apenas son
solubles en agua) y muchos de ellos permanecen en el medio ambiente antes de
degradarse. Desde un punto de vista biologico, generalmente se disuelven en grasa
o tejido; por esta razén, la piel es el receptor principal y el mayor acumulador. Su

alta liposolubilidad y presion de vapor son caracteristicas de este tipo de
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compuestos que lo ayudan a absorberse mas rapido a mayores temperaturas
(mayores a 25 ° C) y también mucho mas facil en presencia de dermatitis o lesiones
cutaneas.3! Sin embargo, la inhalacién de vapores o polvos, debido a la absorcién
gastrointestinal y las membranas mucosas expuestas, pueden constituirse como

rutas de entrada importantes para los organismos vivos.?°:18

La toxicidad de los OP aumenta con la liposolubilidad, ya que generalmente
una mayor liposolubilidad facilita el paso de la sustancia a través de las membranas
celulares lipidicas, la barrera hematoencefalica y la union a proteinas. Esta
propiedad también esta estrechamente asociada con la bioacumulacién y el

transporte de compuestos en el suelo, los sedimentos y las aguas subterraneas.?

Una estrategia general empleada para estimar la polaridad de los OP es
mediante el parametro logP, que es el coeficiente de particibn de una sustancia
entre dos disolventes: uno polar (agua) y uno no polar (octanol). Entonces de

acuerdo con el criterio del logP 32
e Silos valores de logP son mayores a 4, son no polares o liposolubles.
e SilogP es menor a 3, los compuestos son polares o no liposolubles.

e Los valores de logP que se tienen entre 3-4 se consideran compuestos
moderadamente polares.

En la Tabla 2, se reunen valores de logP para OP. Los OP pueden clasificarse
como compuestos de polaridad media o baja, aunque esto varia significativamente

en relaciéon con su estructura quimica.3

Los OP se consideran como plaguicidas de amplio espectro debido a que
eliminan multiples tipos de plagas. Mediante el uso de este tipo de plaguicidas las
plagas generan una resistencia lenta por lo que son muy efectivos a corto y largo
plazo. Una de las grandes desventajas de los OP es que todos son neurotoxicos,
principalmente en especies vertebradas. Su neurotoxicidad es debida a que inhiben
la accion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) la cual tiene como principal
funcién, regular la concentracion del neurotransmisor acetilcolina y con ello la

transmision de los impulsos nerviosos que van desde las fibras nerviosas hasta las

26



células musculares y glandulares, como también al sistema nervioso central
(SNC).34
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A pesar de su neurotoxicidad, los OP se utilizan frecuentemente como

plaguicidas debido a sus dos grandes ventajas:

v Son menos persistentes en el medio ambiente que los plaguicidas

organoclorados.

v" Sonigual o mejor de efectivos para eliminar plagas respecto a los plaguicidas

organoclorados.

Tabla 2. Valores de la logP de algunos OP, determinados experimentalmente.
Adaptado de la Ref.32.

# | Compuesto | logPexp
1 Acefato -0.80
2 Aspon 6.00
3 | Carbofenotion | 5.30
4 Clorpirifos 5.00
5 Coumafos 4.50
6 Crufomate 3.40
7 Diazinén 3.80
8 Diclorvos 1.40
9 Dimetoato 0.80
10 Dioxation 4.30
11 Disulfoton 4.00
12 Etion 5.10
13 Fenitrotion 3.30
14 Fention 4.10
15 Fonofos 3.90
16 Malation 2.40
17 | Metil paration 2.90
18 | Monocrotofos | -0.20
19 Paration 3.80
20 Forato 3.60
21 Fosalona 4.40
22 | Temephos 6.00




5. DETECCION DE OP

Una vez establecido un caso de intoxicacion aguda por OP la deteccion de estos
compuestos inhibidores de acetilcolinesterasa y sus subproductos se pueden
realizar mediante pruebas quimicas en el residuo gastrico, sangre y orina.® A pesar
de que la medicion directa de los inhibidores de la acetilcolinesterasa o sus
subproductos metabdlicos es muy precisa, los resultados generalmente no estan
disponibles a tiempo para guiar las decisiones de tratamiento agudo, con lo que la

mayor utilidad termina siendo en cuanto a fines forenses y de salud publica.3®

Para la deteccion de OP y sus metabolitos en muestras bioldgicas, se
emplean técnicas estandar analiticas como la cromatografia en capa fina (TLC) y
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para comparar con estandares,
cromatografia liquida-espectrometro de masas (LC-MS/MS), resonancia magnética
nuclear (RMN), cromatografia de gases-espectrometro de masas (GC-MS) y
cromatografia de gases (GC) combinada con varios detectores. Sin embargo,
debido a ciertas limitaciones de estas técnicas, como el tiempo de respuesta lento,
el alto costo de los instrumentos y su complejidad, los procedimientos prolongados,
la necesidad de técnicos altamente calificados y el manejo complejo de las

muestras, su facilidad de uso y disponibilidad son muy limitados.3’

Una alternativa para la deteccion in situ de OP son la deteccion por métodos
de fluorescencia y métodos de deteccion colorimétricos con una reaccion previa con
un sensor especifico. Sin embargo, existen muy pocos métodos de deteccidén que
puedan distinguir entre OP de alta y baja toxicidad.®® Por ello, en las ultimas
décadas, se han desarrollado muchos otros métodos de deteccidn para detectar y
monitorear los OP basados en biosensores, inmunosensores, ensayos enzimaticos,
la deteccidn electroquimica, técnicas de electroforesis y las superficies de pelicula
fina con soporte de cristal liquido, las cuales son técnicas mas especificas para los
OP como agentes nerviosos. Sin embargo, estos métodos presentan una limitante
habitual: se requiere un pre-tratamiento de la muestra complicado, muchas veces
tienen baja selectividad y sensibilidad, o se necesita personal experto para manejar
los instrumentos, también tienen un tiempo de respuesta lento o un limite de

deteccidon mayor al necesario o bien, los instrumentos utilizados no son practicos,3°

29



por lo tanto, se busca contar con métodos analiticos alternativos de deteccion que
sean rapidos, confiables y altamente sensibles para detectar selectivamente
compuestos OP de alta toxicidad lo cual es prioritario para garantizar la seguridad

ambiental y la salud humana.*°

Las oximas son compuestos organicos que contienen un grupo funcional
oxima (-NOH) en un carbono alfa a un grupo carbonilo (-C=0) y debido a su gran
reactividad nucleofilica con los OP se han desarrollado algunos métodos analiticos
de alta sensibilidad basados en su interaccion los cuales permiten detectarlos por
meétodos electroquimicos GQD, espectrofotometria UV-vis y fluorescencia. Uno de
estos desarrollos se fundamenta en la deteccion electroquimica de OP no
electroactivos de una forma sensible y practica mediante la fabricacion de un sensor
basado en la fijacion de la oxima pralidoxima (2-PAM) en un electrodo de carbono
vitreo (GCE) modificado con puntos cuanticos de grafeno (GQD). En este desarrollo
la introduccion de los GQD aumenta significativamente el area efectiva del
electrodo, donde la corriente de oxidacion de la 2-PAM se incrementa y mediante la
reaccion de sustitucidon nucleofilica entre la 2-PAM y los OP, se han logrado detectar
compuestos como el fention utilizando la 2-PAM como sonda electroactiva. En
condiciones 6ptimas, la diferencia de la corriente de oxidacion de la 2-PAM es
proporcional a la concentracién de fentién en el rango de 1x101* M a 5x10" M con
un limite de detecciéon de 6.8x10> M. Ademas, el favorable rendimiento, la alta
sensibilidad, y la reproducibilidad de los resultados en la deteccion de fention en
muestras de agua y suelo puede indicar futuras aplicaciones de este tipo de
sensores en la deteccion de OP in situ, Figura 5.4
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Figura 3. Sensor basado en la 2-PAM y electrodo de carbono vitreo con puntos

cuanticos de grafeno. Recuperado de la Ref. 41

Otro enfoque en la deteccion de agentes de guerra quimica relacionados con
los OP se relaciona con el mecanismo Transferencia de Electrones Fotoinducida
(PET) que da una respuesta fluorescente "off-on"™ con una vida media de
aproximadamente 50 ms tras la fosforilacion de una funcionalidad reactiva de
compuestos oximatos.*® Por ejemplo, se ha reportado el uso de un aldehido

cumarinico que simplemente se convierte en una oxima, Figura 6.

2 H,NOX ° HClI N H
2 NaOH
/\N o] o
> X=H 2a
X=CH, 2b

3

Figura 4. Sintesis de la oxima 2a y 2b a partir de un aldehido cumarinico.

Recuperado de la Ref. 42.

En este desarrollo el compuesto 2a puede ser desprotonado con una base
fuerte que no es nucleofilica. La fosforilacion de un sustituto de sarin como el
diisopropilfluorofosfato (DFP) produce una modulacion en la longitud de onda en los
espectros UV-Vis como consecuencia de la desprotonacion de la oxima. El par

solitario en el oximato apaga la sefal de fluorescencia, pero tras la fosforilacion con
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la adicion de DFP, la fluorescencia se "enciende" dentro de una escala de tiempo

de ms.42

6. AGENTES DE GUERRA QUIMICOS DERIVADOS DE COMPUESTOS
ORGANOFOSFORADOS.

Los agentes de guerra quimicos, CWA por sus siglas en inglés (Chemical Warefare
Agents) son una de las grandes amenazas en la civilizacion moderna.*344Los CWA
mas toxicos son los agentes nerviosos, clasificados quimicamente como

compuestos organofosforados (OP).4°

En el periodo previo a la Segunda Guerra Mundial, los alemanes cambiaron
para siempre la guerra quimica con el descubrimiento de los agentes nerviosos
organofosforados, en 1936, Gerhard Schrader, un quimico aleman que trabajaba en
el desarrollo de insecticidas para la compafia IG Farben, desarrollé6 un compuesto
organofosforado altamente toxico que llamé "tabun"; este fue el primer miembro de
una serie de compuestos denominados "gases nerviosos" aunque en la actualidad
se conocen como "agentes nerviosos", ya que estas sustancias no son gases, sino

liquidos dispersos como aerosoles finos.*3

Antes, durante y después de la Segunda Guerra Mundial, los agentes
nerviosos organofosforados se desarrollaron principalmente en Alemania, Estados
Unidos, el Reino Unido y Rusia, y se produjeron en grandes volimenes, miles de
toneladas, de estos compuestos en muchos otros paises; esta produccion y
almacenamiento tuvo un maximo histérico en la "Guerra Fria". Desde entonces y
desafortunadamente, estos agentes nerviosos han sido utilizados en guerras y con
fines de control por dictadores, extremistas, lideres de culto y grupos terroristas

como armas quimicas de destrucciéon masiva (CWMD) en muchas ocasiones.*®

Tras el final de la Segunda Guerra Mundial en 1945, el campo de la
investigacion de insecticidas y pesticidas se hizo cada vez mas popular. En 1952,
un investigador de las Industrias Quimicas Imperiales, Ranajit Gosh, descubri6é una
nueva clase de agentes nerviosos. Gosh estaba investigando el uso de agentes
organofosforados como pesticidas potenciales mediante la sintesis de analogos de

nitrégeno y azufre. Uno de estos compuestos fue capaz de matar eficazmente a los
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piojos y se puso en el mercado bajo el nombre comercial de Amiton® (O, O-dietil-
S-[2-(dietilamino)etilo] fosforotioato). Finalmente, la empresa tuvo que retirar del
mercado el Amiton® debido a su toxicidad. Este compuesto se convirtid en parte de
lo que se conoce como la serie V, "V" que significa "venenoso", y actualmente se

conoce como VG, ver Figura 7.4

La amenaza del uso de CWA's, utilizados por los estados o las partes en la
convencion sobre las armas quimicas (Convencién sobre la prohibicién del
desarrollo, la produccion, el almacenamiento y el empleo de armas quimicas y sobre
su destruccion) o por grupos terroristas, nunca ha atraido tanta atencién publica
como en las ultimas décadas. A pesar de que existen documentos juridicos relativos
a la prohibicion de las armas quimicas, por ejemplo, el protocolo de Ginebra de 1925
y la Convencién sobre las armas quimicas, se han observado incidentes de
utilizacién de armas quimicas en diferentes conflictos y ataques terroristas hasta
hoy en dia (Ucrania, febrero 2023). Por lo tanto, cabe destacar que los intereses
bélicos fomentan la produccién, el almacenamiento y el empleo de armas quimicas
y pese a los esfuerzos internacionales para el desarme, las armas quimicas han
seguido siendo utilizadas en varios lugares y en grandes cantidades.
Particularmente los CWA del tipo organofosforado se caracterizan por su alta
efectividad y gran alcance y se conocen como “armas de via area” o “armas
silenciosas”. Son de costo relativamente bajo y con su uso es posible lograr la
destruccion de todo lo que esta vivo, evitando la destruccion de materiales y

edificios.*8

Durante las Ultimas décadas el uso indebido de agentes nerviosos se observo
expresamente durante la Guerra del Golfo, los ataques terroristas en la ciudad de
Matsumoto (1994), en el metro de Tokio con el uso de sarin (1995) y en Osaka
(1994) con el agente VX por el culto religioso Aum Shinrikyo. Ademas, los recientes
ataques con sarin en Siria (2017) y Ucrania (2023) marcan en la actualidad la
importancia de contrarrestar el uso indebido de CWA vy la importancia de la
investigacion adicional para encontrar antidotos efectivos, accesibles y practicos

para la desintoxicacion por exposicion a estos agentes nerviosos.
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Hoy en dia, mas de 25 paises y posiblemente muchos grupos terroristas
poseen CWA, ademas de los paises y grupos terroristas que estan tratando de
obtenerlos, debido a su facil acceso. Algunos de estos agentes se almacenan en
enormes cantidades (miles de toneladas) y su destruccion y remediacion no solo
son costosas, sino que estan asociadas con riesgos significativos para la salud.
También existe la posibilidad latente de liberacion accidental de CWA o CWMD en

los sitios de su produccién, almacenamiento, transporte, difusion y despliegue.*

6.1 Estructura y parametros fisicoquimicos de los agentes nerviosos

organofosforados.

Los agentes nerviosos se pueden dividir en dos grupos principales, Figura 7. El
primer grupo etiquetado como "agentes G" (tomado del codigo de la OTAN para
“German”) como lo son tabun (GA), sarin (GB), soman (GD) y ciclosarin (GF) que
son sustancias mas volatiles, por lo que representan una amenaza en vapor y
liquido, pero, con una persistencia bastante menor en terrenos abiertos. El segundo
grupo de "agentes V" (tomado de “Venom”) incluye a VX (originario de Gran
Bretafia), CVX (isémero chino de VX) y R-VX (VR; el isomero ruso de VX) y son
relativamente no volatiles, pero con alta persistencia en el medio ambiente y mayor

toxicidad que los agentes G.4°

Los agentes G son todos liquidos viscosos de volatilidad variable (densidad
de vapor en relaciéon con el aire entre 4.86 kg/m3y 6.33 kg/m?3) con olores débiles
("ligeramente afrutado", o "picante”, "olor a alcanfor"). El agente VX es un liquido de
color ambar con una densidad de vapor de 9.2 kg/m?y se considera inodoro. Por lo
tanto, los vapores de estos agentes nerviosos poseen poca o ninguna propiedad de

advertencia olfativa.*®
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Figura 5. Estructuras de los principales agentes nerviosos organofosforados utilizados
como CWA's. A) Los del tipo G y B) del tipo V. Adaptado de la Ref.47

Los OP, especificamente empleados como agentes nerviosos, representan
una clase de compuestos altamente reactivos cuando son sometidos a sustitucion
nucleofilica de su grupo saliente (por ejemplo, F, CN, S-(CH2)2-N(isopropil)2), por
acoplamiento casi irreversible a nucledfilos, por ejemplo, grupos hidroxilo
fuertemente polarizados en cadenas laterales de aminoacidos o grupos funcionales
-OH en medios acuosos.® El disefio de estos compuestos estan dirigidos hacia

ciertas biomoléculas, en particular algunas enzimas, como se vera mas adelante.

Las presiones de vapor y la toxicidad aguda de estos agentes son lo
suficientemente altas como para que los vapores sean rapidamente letales. Dentro
de la serie G, se considera que GB presenta una mayor probabilidad de evaporacién

(el orden de riesgo de evaporacion se aproxima a GB > GD > GF > GA). El agente
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VX fue formulado deliberadamente para poseer una baja volatilidad; VX es
aproximadamente 2.000 veces menos volatil que el agente nervioso GB y como
consecuencia, el agente VX se considera un compuesto militar persistente en las
superficies terrestres con el potencial de ser un peligro de contacto o generar
concentraciones de vapor toxico de gases residuales durante un periodo de dias
después de la aplicacién en la superficie, particularmente en condiciones climaticas
frias o cuando se trata de cantidades de liberacion masiva de agente liquido.
Aunque no son facilmente volatiles, los vapores de VX (si se permite que se
acumulen) se consideran mas toxicos que los del agente GB o los otros agentes de
la serie G, Tabla 3.49

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de algunos agentes nerviosos
organofosforados. Adaptado de la Ref.51
Agente Cédigo Masa Punto de Presién | Solubilidad logP
OTAN molar ebullicion | de vapor en agua (octanol/agua)
(g/mol) (°C) (mbar) (a/h)
Ciclosarin GF 180.2 239 0.059 3.7 (20°C) 1.04
(25°C)
Sarin GB 140.1 158 2.8(20°C) | Miscible 0.3
Soméan GD 182.2 190 0.53 21 (20°C) 1.82
(20°C)
Tabun GA 162.1 237-240 0.049 98 (25°C) 0.38
(20°C)
VX VX 267.4 298 0.0009 30 (20°C) 2.09
(20°C)

Como consecuencia de las volatilidades exhibidas por los agentes nerviosos
de la serie G, la via de exposicion mas probable (y fuente de peligro primario) es a
través de la exposicion directa al vapor a los ojos y los tejidos del tracto respiratorio
superior, y la inhalacion de vapor (con la consiguiente absorcién sistémica. Se

considera ampliamente que el agente nervioso VX presenta una mayor amenaza de
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la via de exposicion cutanea (en comparacion con los agentes de la serie G), asi
como una amenaza de inhalacion de vapor a temperaturas ambiente elevadas (por

ejemplo, >40 ° C).%!

Hay otros OP conocidos que tienen una toxicidad relativamente alta como
amiton (tetram), armin, dimefox (Hanane, Terrasytam), paraoxon (E600), TEPP
(tetron), etc. Estos complejos podrian utilizarse con fines militares y terroristas; Sin
embargo, para los militares reemplazar estas sustancias seria poco econémico. Sin
embargo, se ha descrito y caracterizado un nuevo grupo de compuestos OP que
puede describirse en general como 2-dialquilaminoalquiloalquil-(dialquilamida)-
fluorofosfatos. En sus formulas quimicas, se encuentran similitudes estructurales
con el grupo de los llamados compuestos G (es decir, sarin, soman, tabun) y
compuestos V (es decir, VX y otros). Estos productos quimicos fueron designados
como compuestos GP o GV. La volatilidad de los compuestos GV esta entre VX 'y
sariny, por lo tanto, estos agentes son efectivos cuando penetran a través de la tela

de los uniformes.>?

Hay fuentes de informacion reciente que sugieren un nuevo agente nervioso
conocido como Novichok o Novichok 5. En 1982, los soviéticos comenzaron un
programa secreto de desarrollo de CWA con nombre en cédigo Foliant. El programa
tenia el objetivo aparente de desarrollar nuevas armas binarias de agentes
nerviosos. Novichok ha sido descrito como un nuevo agente toxico y es muy dificil
de tratar (practicamente imposible; la toxicidad es aproximadamente diez veces
mayor que el agente VX). Su estructura quimica exacta es desconocida. Se piensa
que la clase de productos quimicos Novichok seguramente pertenece a los

compuestos organofosforados que contienen el grupo dihaloformamida, Figura 8.48

Debido a su alta toxicidad y dificultad para tratar, el uso de Novichok ha sido
objeto de preocupacion por parte de la comunidad internacional, y ha llevado a la
implementacion de medidas de control y regulacion de armas quimicas. Ademas, el
hecho de que su estructura quimica exacta sea desconocida hace que sea dificil

detectar y prevenir su uso en futuros incidentes.
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Figura 6. A) Estructura de dihaloformamida; X e Y son ClI, F, Br, pseudohalégeno.

B) Estructura general propuesta de Novichok. Adaptado de la Ref.51

7. FORMAS DE DEGRADACION Y DESCONTAMINACION DE COMPUESTOS
ORGANOFOSFORADOS

Durante los afios 40’s a mediados de la segunda guerra mundial y 60’s durante la
guerra fria se produjeron grandes cantidades de armas quimicas (se estiman
cientos de miles de toneladas, pero la cantidad exacta producida es desconocida
debido a la naturaleza secreta de estos programas). Posterior a observar los
estragos que estas armas ocasionan, a partir del afio de 1993 se hizo un llamado a
la comunidad quimica para disefiar nuevas formas de detoxificacion en vista de los
acuerdos de desarme a nivel mundial debido a la gran cantidad remanente de armas
qguimicas producidas y almacenadas que presentan un riesgo latente para las
poblaciones. La Convencion sobre las Armas Quimicas es un tratado internacional
de desarme que prohibe el desarrollo, la produccion, el almacenamiento, la
adquisicién y el uso de armas quimicas y requiere que las naciones sujetas al
tratado destruyan cualquier arma quimica y las instalaciones de produccion que
puedan poseer. La Convencion entré en vigor en 1997 y actualmente son 192
paises los que se han adherido, esto deja solo cuatro paises fuera de sus
obligaciones que son la Republica Popular Democratica de Corea, Egipto, Israel y
Sudan del Sur. La aplicaciéon de la Convencién incluye un régimen de verificacion
que permite realizar inspecciones in situ y vigilar los datos de las actividades

pertinentes relacionadas con los productos quimicos en los estados que forman
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parte. Este régimen tiene por objeto verificar que esas actividades sean compatibles
con los objetivos de la convencion. La Organizacion para la Prohibicion de las Armas
Quimicas (OPAQ), una organizacion internacional con sede en La Haya, Paises
Bajos, la cual funciona como el 6rgano de aplicacion de la Convencion. La OPAQ
fue galardonada con el premio nobel de la paz veinte afios después en 2013 por
sus "extensos esfuerzos para eliminar las armas quimicas" y continGa trabajando

para liberar al mundo permanentemente de las armas quimicas.*

En la mayoria de los casos, la Unica opcion para tratar con las existencias de
OP no utilizados es destruirlos. Pero destruir los residuos de OP no es barato ni
técnicamente sencillo. Los procesos de destruccion varian segun el tipo de

contaminante.

Si bien la incineracion es un enfoque de destruccion de OP atractivo, la
creciente preocupacion publica derivada de los posibles peligros de las emisiones
de las instalaciones de incineraciébn ha llevado a la revision de tecnologias
alternativas para la destruccién de agentes nerviosos. En general la hidrdlisis
alcalina es el método mas utilizado y el mas eficiente, por encima de la pirolisis y
otros medios, debido a que no genera sustancias mas toxicas, sin embargo, la
hidrélisis alcalina no esta exenta de problemas, se requieren grandes cantidades de
hidroxido y la desactivacion es relativamente lenta, se dafian los reactores por la
alta concentracion de hidréxido y, en algunos casos, puede haber emisiones toxicas
como subproductos y genera grandes cantidades de residuos basicos
contaminantes,>? %2 por ello, el ejército de los Estados Unidos eligié dos tecnologias
alternativas basadas en neutralizacion por hidrélisis basica para destruir las
reservas de sus agentes nerviosos: hidrélisis de agua seguida de biotratamiento e

hidrélisis de agua seguida de oxidacién con agua en condiciones supercriticas. 26

Los CWA generalmente reaccionan extremadamente lento con agua y, a
menudo, con otros agentes quimicos nucleofilicos y la velocidad de hidrolisis
depende de la temperatura y el pH. Los agentes nerviosos (tabun, sarin, soman y
VX) se hidrolizan a una velocidad que depende de su solubilidad acuosa y

susceptibilidad al ataque de moléculas de agua. Algunos productos quimicos de
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interés pueden sufrir oxidacion adicional como en el caso de la degradacion del

agente VX.#4

Los OP producen algunos subproductos caracteristicos comunes tras la

hidrolisis, sin embargo, dependiendo de la estabilidad de los enlaces se han

observado rupturas P-C, P-O, P-S, P-F, P-N, lo cual puede dar lugar a varios

productos de reaccion dependiendo de las condiciones. La mayoria de los OP,

excepto el tabun, tienen como producto final al acido metilfosfonico (MPA) mas los

subproductos caracteristicos de cada agente: la hidrélisis de tabun puede dar [O-

P(CN)] y dimetilamina o nitrilo; la hidrolisis de sarin, soman y ciclosarin, ademas de

producir iones fluoruro F~ también puede dar los respectivos alcoxidos o alcoholes:

isopropoxido, éxido de picolil y 6xido de ciclohexilo, Figura 9.26
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Figura 7. Productos comunes de hidrélisis de agentes nerviosos. Adaptado de la

Ref.26

Un ejemplo de tratamiento por hidrdlisis alcalina a temperatura ambiente es

la destruccion de cantidades significativas de sarin (GB), que ha sido ampliamente

estudiada y descrita, Figura 10. El sarin se bombea a un tanque de retencion, luego
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se mezcla con un gran exceso de hidroxido de sodio acuoso para producir una
solucién acuosa de sales inorganicas y el producto organico de degradacion. Este
material se envasa en bidones y se deposita en un vertedero de residuos peligrosos.
El vapor de agua resultante antes de su descarga atmosférica se somete a un
proceso de lavado. Las aguas residuales se transfieren a un sumidero industrial o
laguna. Ademés de las reservas del ejército estadounidense, los procesos de
neutralizacion se han utilizado para destruir agentes nerviosos del tipo G en Gran

Bretafia, Canada, territorios de la antigua Unién Soviética e Irak.?®

< <

0—P—0 + 2NaOH —= o—>pP—0 + NaF + H,0

O " Na®

Figura 8. Reaccidn de neutralizacion alcalina de Sarin (GB). Adaptado de la
Ref.26

Dado que los agentes nerviosos de tipo G reaccionan con el agua, la
hidrolisis puede considerarse un método basico para la degradacion de estos
compuestos. Tanto el soman como el sarin son solubles en agua y su hidrdlisis bajo
diferentes condiciones de pH ha sido estudiada meticulosamente. La hidrélisis
procede mediante un mecanismo del tipo Sn2 mediante un ataque nucleofilico hacia
el grupo fosforilo; la rapidez de hidroélisis depende de la temperatura y el pH. Esta
reaccion da como resultado subproductos no toxicos en la primera etapa de la
hidrélisis como el &cido isopropilmetilfosfénico (IMPA) en el caso del sarin y el &cido
pinacolil metilfosfénico en el caso de soman y como de la segunda etapa el producto

final, &cido metilfosfénico (MPA), Figura 11.%6
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Figura 9. Hidrdlisis de soman y sarin a acido metilfosfonico (MPA). Adaptado de la
Ref.54

La oxidacion también se ha empleado para la destruccion y la
descontaminacion de productos quimicos pertinentes al Convenio. La oxidacién
s6lo es posible cuando el atomo afectado no estd en su estado maximo de
oxidacion. El enlace P-C resistente permanece intacto a lo largo de la hidrolisis
ambiental de agentes nerviosos como sarin, mientras que el enlace P-F y luego mas

lentamente el enlace isopropil-P, es escindido lentamente por el agua.*

En el caso de taban su hidrélisis da como resultado el 4cido fosforico como
producto final. En condiciones neutras y basicas, la hidrdlisis se produce a través
de la formacion de acido O-etil-N, N-dimetilamidofosforico y cianuro; bajo un
ambiente acido, la hidrélisis da cianidato de etilfosforilo y dimetilamina, Figura 12.%¢
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Figura 10. Hidrdlisis completa de tabun al 4cido fosférico. Adaptado de la Ref. 54

La hidrolisis de VX es compleja e involucra varias vias, Figura 13. En
condiciones neutras y débilmente basicas, la hidrdlisis es lenta con una vida media
de 60 h, pero la constante de velocidad disminuye a medida que el pH disminuye
de 10 a 7.5. A valores de pH de 6-10, la escision del enlace P-S es el proceso
predominante, lo que resulta en la formacion de &cido etilmetilfosfonico (EMPA) y
diisopropiletimercaptoamina (DESH). Los estudios computacionales sobre la
solvdlisis de VX también indican que los procesos de escision del enlace P-O y P-
SR son cinéticamente competitivos, pero la via de escision P-SR es favorable sobre
la escision del enlace P-OEt en 3.2 kcal / mol. Los estudios de RMN con 3P y 13C
muestran que uno de los subproductos de VX, EA-2192, se produce a partir de la
escision de enlace P-O, no O-C. EA-2192, subproducto de la hidrélisis de VX puede
ser hidrolizado a DESH y MPA. Sin embargo, a temperatura ambiente, la hidrélisis
es excepcionalmente lenta, y EA-2192 se considera igual o mas téxico que VX. Por
lo tanto, y a diferencia de los agentes G, VX no puede ser desintoxicado por
hidrolisis catalizada por bases a bajas temperaturas. No obstante, se utiliza la

hidrolisis basica a temperatura elevada para efectuar la neutralizacion. EA-2192 en
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NaOH concentrado a 90 °C deriva en las especies no toxicas MePOs™ y tiolato (RS~
).26

VX también se hidroliza con hidréxido de sodio, el agente dentro de un tanque
se alimenta lentamente en un reactor agitado vigorosamente junto con una solucién
acuosa de hidroxido de sodio precalentada a 90 °C. La hidrolisis ocurre en la
interfase organica-agua, por lo que la mezcla adecuada del reactor es muy
importante; VX esta presente como una fase organica separada. La mezcla se
calienta durante 6 h. Después del enfriamiento, se agrega una cantidad igual de
solucion de lejia (hipoclorito de sodio) para oxidar los subproductos de reaccién. El
hidrolizado se analiza periédicamente  mediante  cromatografia de

gases/espectrometria de masas.?®

Después de la neutralizacion y el andlisis quimico, el hidrolizado se transfiere
con un agente oxidante (aire u oxigeno) a una seccion denominada SCWO
(supercritical water oxidation) y se calienta a 600-650 °C con aproximadamente 270
atm de presion. EI mecanismo de reaccion del tipo SCWO generalmente sigue las
vias de la cadena de radicales libres que involucran radicales oxidativos
importantes, como *OH y <OOH. En aproximadamente 30 segundos, los
componentes organicos se oxidan en gran medida a agua y carbonato de sodio,
fosfatos y sulfatos, asi como a productos gaseosos que contienen nitrégeno (por
ejemplo, N2 y N20). Después de enfriar con agua, la mezcla del reactor SCWO se
libera a través de un sistema de reduccion de presion. El efluente resultante es una
mezcla de gases (O2, N2COz2), una solucion salina acuosa concentrada y sales
sélidas arrastradas. Las sales acuosas se someten a destilacion para eliminar el
agua en la seccion de evaporacion. Las sales cristalizadas de esta solucion se filtran
y se envasan para su eliminacion en vertederos. La desventaja de la tecnologia es
la corrosion de los elementos de calefaccion y refrigeracion a ambos lados del

reactor.26

44



PH<6,>Y 4<\‘4<
. +4N4 WP

/| #

EMPA DESH

‘ o
- A

EA 2192

Figura 11. Hidrdlisis de VX dependiente del pH con produccién de EA2192 y

subproductos de oxidacion. Adaptado de la Ref.44

La descontaminacion ambiental de los OP depende del cambio del pH para
promover la hidrélisis a compuestos diéster de fosfato inactivos. El sitio contaminado
puede tratarse con sustancias alcalinas (carbonato de sodio, bicarbonato de sodio,
hidroxido de calcio, hidréxido de calcio y carbonato de calcio) o compuestos activos

de cloro (hipoclorito de sodio o hipoclorito de calcio).%®

El mecanismo de hidrdlisis de los OP a través de la sustitucion nucleofilica
parece seguir una via asociativa, para la cual existen dos vias, la adicion-eliminacion
y el desplazamiento directo. EI mecanismo de adicidn-eliminacién implica la
presencia de un intermediario fosforano pentacoordinado que da lugar a la forma de
triple pozo de la superficie de energia potencial. A continuacion, puede describirse
como un proceso de dos pasos que consiste en la formacion del intermediario y su

posterior descomposicion. La via de desplazamiento directo procede a través de un
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unico estado de transicion tipo Sn2 directamente hacia los productos, que se
describe mediante un perfil de energia de doble pozo. La aproximacion del ion
hidréxido nucledfilo va acompafiada de la expulsion del grupo saliente.
Independientemente del nimero de pasos a lo largo de la via de hidrdlisis, el
mecanismo favorable implica grupos entrantes y salientes situados en lados
opuestos del plano formado por los tres &tomos restantes unidos al centro del

fosforo.>4

Se ha demostrado que la via de multiples pasos en adicion-eliminacion se
produce en el caso de la hidroélisis del enlace P-F de compuestos de fosfofluoridato
(por ejemplo, sarin, fosforofluoridato de O, O-diisopropilo), asi como acefato (enlace
P-S), metilfosfonotiolato de O, S-dimetilo (VX; enlace P-S) y taban (enlace P-CN).
El proceso de adicion-eliminacion en dos pasos descrito para estos compuestos
implica un intermediario trigonal bipiramidal, cuya formacion constituye el paso
determinante de la velocidad. Por el contrario, los compuestos que contienen
enlaces P-O (p. ej., paraoxon, paration, fenitrotion) junto con el demeton-S (enlace

P-S) parecen hidrolizarse mediante un mecanismo de un solo paso, Figura 14.%6

Via de Adicién - Eliminacién

1 | 1
NU-oooe P 7 — | NN—pP—z | Nu—',P‘----Z
RT” \R2 R1” \R2 RT” Yo

Figura 12. Mecanismos de hidrolisis de OP por sustitucion nucleofilica SN2, donde
X puede ser O o S, por adicién-eliminacion o desplazamiento directo. Adaptado de
la Ref.54
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La dificultad relativa con la que se puede hidrolizar estos compuestos se
puede analizar mediante la comparacién de las constantes de sus tiempos de vida
media dispuestos para algunos OP a modo de ejemplo en la Tabla 4.

La tecnologia para tratar estos desechos quimicos peligrosos de manera
segura no existe actualmente en la mayoria de los paises en desarrollo.
Proporcionar soluciones temporales como el reenvasado y el almacenamiento con
la esperanza de que surja una mejor solucién en un futuro previsible es inaceptable,
ya que no se puede garantizar la seguridad e integridad a largo plazo de los OP y
sus envases. La busqueda de tecnologias de destruccion benignas y amigables con

el medio ambiente también ha sido hasta ahora infructuosa.>3

El desarrollo de nuevos tratamientos es importante porque los OP y los
agentes nerviosos son una amenaza real para la salud humanay el medio ambiente.
Anteriormente establecimos que estos compuestos se utilizan ampliamente en la
agricultura y la industria, y su toxicidad puede afectar a los trabajadores expuestos,
a las personas que viven cerca de las areas de aplicacion de plaguicidas y a los

animales que se alimentan de cultivos tratados con estos productos quimicos.

A nivel mundial, existe una creciente preocupacion por la posibilidad de que
agentes nerviosos puedan ser utilizados como armas quimicas por grupos
terroristas o paises hostiles. En caso de un ataque con agentes nerviosos, es por
ello por lo que contar con tratamientos efectivos y seguros podria ser vital para

salvar vidas y minimizar los dafios.

Las oximas son compuestos quimicos que tienen la capacidad de reactivar
la enzima acetilcolinesterasa (AChE), que es esencial para la funcion normal del
sistema nervioso. Los OP y los agentes nerviosos inhiben la actividad de la AChE,
lo que puede llevar a una acumulacion de la sustancia neurotransmisora acetilcolina

y provocar sintomas como convulsiones, paralisis y, en casos graves, la muerte.
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Tabla 4. Comparativo de tiempos de vida media de hidrdlisis para algunos OP.

Nombre comun

tabln

sarin

soman

ciclosarin

VX

paration

Estructura

O—P—|

O——P—/0

Tiempo de vida media

para la hidrdlisis %

(20°C, pH 7.0, H,0)

8.5h

80 h

45-83h

42 h

400-1000 h

880 afios (25°C)
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Las oximas, por su reactividad nucleofilica, pueden neutralizar el efecto de
OP vy acelerar su degradaciéon en el medio ambiente, principalmente en agua y
suelos contaminados. Adicionalmente, las oximas también han sido usadas en
sensores de este tipo de compuestos, no obstante, las oximas disponibles
actualmente tienen limitaciones importantes, como una eficacia condicionada contra
algunos tipos de inhibidores de la AChE y una corta duracion de accion. Esto
significa que se necesitan dosis repetidas de oximas para tratar una intoxicacion, lo
que puede llevar a efectos secundarios indeseables. Ademas, algunos agentes

nerviosos como VX son resistentes a la accion de las oximas existentes.

Por lo tanto, el desarrollo de nuevas oximas con una mayor eficacia y
duracion de accion, y que sean efectivas contra una amplia gama de inhibidores de
la AChE, es esencial para mejorar el tratamiento de las intoxicaciones con OP y
agentes nerviosos. Las nuevas oximas también deben ser seguras y faciles de

administrar en situaciones de emergencia.

Entre los nucledfilos ampliamente estudiados como alternativas se
encuentran las oximas, de hecho, los aniones oximato, la forma reactiva son un tipo
de los llamados alfa-nucledfilos que poseen un par de electrones libres junto al
atomo nucleofilico y exhiben una mayor reactividad en comparacion con nucleofilos
de basicidad similar. No obstante, como ocurre con otros nucledfilos, la reactividad
de los oximatos aumenta al aumentar su basicidad, pero se estabiliza en soluciones
acuosas cuando el pKa de los oximatos alcanza valores entre 7 y 8. Este efecto
interpretado en términos de "desequilibrio de solvatacion”, resultante de la
necesidad de desolvatacion del nucledfilo antes de un ataque nucleofilico, supone
una seria limitacion de la reactividad de los oximatos, por lo que es deseable disefar

catalizadores mas eficientes.>8
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Recientemente se ha dado un enfoque en los sistemas que contienen
metales y estudios relacionados debido a la utilidad de los metales para lograr
procesos degradativos selectivos y de baja temperatura y deteccion selectiva para
OP.%%26 |Las moléculas quelantes que contienen la funcién de oxima pueden formar
complejos de oxima unidos a metal y nitrégeno que muestran una reactividad

bastante mejorada en relacién con las oximas libres.>®

Es importante destacar que la reactividad reportada de los oximatos
coordinados con metales para hidrolizar OP como paratién, paraoxén y NPDPP (4-
nitrofenil difenilfosfato) supera en aproximadamente dos 6rdenes de magnitud la
reactividad limite de los oximatos altamente basicos, atribuido al efecto de
desequilibrio de solvatacién. Al emplear compuestos de coordinacion de oximas con
cationes metélicos, se ha observado la eliminacion de este efecto de solvatacion
sobre el nucledfilo. Esto se debe a que la coordinacién de la oxima con cationes
metalicos de transicion trae como consecuencia una fuerte disminucion del pKa del
grupo oxima coordinado que se suma a la estabilizacion electrofilica por interaccién
directa del cation metéalico con el sustrato en el estado de transicion; la suma de
estos factores es responsable de la eficiente reactividad de estos complejos. 586061
Esta forma de catalizar la hidrélisis de OP es prometedora pues se han logrado ver
incrementos en la rapidez de hidrélisis hasta de 10,000 veces con algunos ésteres

modelo, Figura 15.

Figura 13. Estructuras de complejos e hidroxocomplejos Zn-oximato probados en

la hidrélisis de paration, paraoxdén y NPDPP. Adaptado de la Ref.60
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8. ¢, POR QUE SON TOXICOS LOS OP? MECANISMO DE ACCION DE LOS OP.

Los OP ejercen su toxicidad al inhibir enzimas con actividad esterasa,
particularmente la acetilcolinesterasa.®? Esto resulta en una estimulaciéon excesiva
de los receptores de acetilcolina, lo que produce cambios en el estado de
conciencia, debilidad muscular y actividad secretoria excesiva, un sindrome
conocido como sindrome colinérgico.®? La inhibicién de la acetilcolinesterasa se
produce mediante la formacion de un enlace fosfato estable con el grupo hidroxilo
serinico en el centro activo de la enzima.®® Esto provoca una acumulaciéon de
acetilcolina en la sinapsis, causando una sobrestimulacion de los receptores
muscarinicos y nicotinicos.®® La severidad de la intoxicacién depende de varios
factores, como la cantidad de plaguicida absorbido, la via de entrada y la toxicidad

del agente.®3

8.1 Estructura y funcién de la enzima AChE.

La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima extremadamente eficiente ubicada en
todo el cuerpo, se encuentra en las sinapsis del sistema nervioso central, en las
uniones neuromusculares en el sistema nervioso periférico y unida a las membranas
de los eritrocitos en la sangre. Esta enzima esta involucrada en el proceso de
comunicacién neurosinaptica, especificamente para mantener niveles adecuados
del neurotransmisor acetilcolina en la hendidura sinptica. La enzima logra esta
regulacion por medio de la hidrdlisis catalitica de acetilcolina, formando acetato y

colina, que luego se utilizan para regenerar acetilcolina en el nervio periférico.*’

El sitio activo de AChE consiste en una triada catalitica de serina (Ser203),
histidina (His447) y glutamato (Glu334). Esta triada catalitica es comdn en una
variedad de enzimas clasificadas como serina hidrolasas. Ademas de la triada
catalitica, dos subsitios ayudan en la hidrolisis de la acetilcolina: el subsitio oxianion
y el subsitio anidnico. El subsitio de oxianion esta compuesto por los grupos N-H de
Gly121, Gly1l22 y Ala204. Estos residuos estan alineados para formar fuertes
enlaces de hidrégeno con el oxigeno carboxilo de acetilcolina y ayudar a estabilizar

la carga negativa generada durante la reaccion de hidrdlisis. El subsitio anionico se
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compone de Trp86 y Glu202, y estabiliza la fraccion colina en el sitio activo a través

de interacciones cation-m,*’ Figura 16 y Figura 17.

B subsitio de Unién Acilo™,

M Tricdo Cotalitica
M Subsitio Oxlanién
B Subsitio Aniénico

-,

Sitio Anlénico
Perilético

- /'
. ‘ " sitio Aclive

Figura 14. Esquema del sitio activo de AChE humana. Adaptado de la Ref.64

Sitio Aniénico Periférico (PAS)
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Figura 15. Esquema de los aminoacidos encontrados en el sitio activo (subsitio

esterasico con la triada catalitica y subsitio anionico), sitio estrecho aromatico y

subsitio anionico periférico (PAS) de AChE en Torpedo californica. Adaptado de la

Ref.45
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La acetilcolina, al alcanzar el sitio catalitico, sufre un ataque nucleofilico en
el carbono del carbonilo con serina como nucledfilo (Ser203), formando un enlace
covalente con la enzima. A través de reacciones posteriores con agua en el sitio
activo, la acetilcolina se escinde en acetato y colina y la enzima se regenera a su
estado nativo, en la Figura 18 se muestra el sitio catalitico de la enzima AChE

modelado por un software de visualizacién molecular.*’

G121 g '
G'lZZM/“"
Figura 16. Triada catalitica del sitio activo de AChE (Ser203, His447, Glu334),
subsitio oxianion (Gly121, Gly122, Ala204) y subsitio aniénico (Trp86, Glu202), sin
acetilcolina (izquierda) y con acetilcolina (derecha). Recuperado de la Ref.47

En la Figura 19 se observa con detalle el sitio catalitico de la enzima AChE
modelado por un software de visualizacibn molecular. Aqui podemos observar el
sitio activo que no reside en la superficie de la proteina, sino en el interior de la
proteina, conectado al exterior por un tanel estrecho de aproximadamente 20 A de
profundidad. El punto mas estrecho, conocido como el cuello de botella, es
demasiado compacto para acomodar el movimiento del sustrato desde el exterior

de la proteina hasta el sitio catalitico.*’

La pre-asociacion de acetilcolina con la enzima es un requisito para la
catdlisis rapida y ocurre a través de un sitio de unién que se ha denominado sitio
aniénico periférico (PAS). El PAS es una region de la proteina con una abundancia

de residuos aromaticos que forma interacciones cation-1r con la porcion de colina
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de acetilcolina, e incluye a los residuos Trp286, Tyr72, Tyrl24 y el residuo anioénico
Asp74.47

Figura 17. Cuello de botella para acceder al sitio activo de AChE. Residuos
aromaticos (izquierda) y modelo de relleno de espacio (derecha). Recuperado de la
Ref.47

El revestimiento del cuello de botella del sitio activo estd ensamblado
principalmente por cadenas laterales arométicas que forman una entrada estrecha
hacia la serina que esta en el sitio catalitico, Ser203. En la superficie de la proteina,
el sitio anidnico periférico (PAS) se encuentra en el borde del cuello de botella del
sitio activo donde proporciona un sitio de unién para moduladores alostéricos e
inhibidores. Hasta donde se conoce hoy en dia, el PAS se compone de tres residuos
aromaticos de tirosina (Tyr72, Tyrl24 y Tyr341), un residuo de triptéfano (Trp286) y
un residuo de acido aspartico Asp74, se establece que la conformacion de este sitio
periférico puede verse afectada tras la unién de OP en el sitio activo de la enzima,
en la Tabla 5 se resumen los aminoacidos involucrados en los subsitios de AChE y
BChE.®®
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Tabla 5. Aminoéacidos involucrados en los subsitios de AChE y BChE. Adaptado de
la Ref.66

serina Sitio Subsitio de Subsitio de Subsitio triada
esterasa Aniodnico Unién Acilo Oxianion Anidnico catalitica
Periférico (ABP) (OT) (AS) (CAS)
(PAS)
AChE Tyr72 Phe295 Gly121 Trp86 Ser203
Asp74 Phe297 Gly122 Tyrl33 His447
Tyrl24 Trp236 Ala204 Glu202 Glu334
Serl25 Phe338 Gly448
Trp286 lle451
Tyr337
Tyr341
BChE Asn68 Leu286 Gly116 Trp82 Serl98
Asp70 Val288 Gly117 Tyrl28 His438
GIn119 Trp231 Ala199 Glu197 Glu325
Thr120 Phe329 Met437
Ala328 Tyrd440
Tyr332

Cabe mencionar que, hasta la fecha, todas las estructuras de AChE
depositadas en la base de datos de proteinas PDB se resolvieron a partir de la
difraccion de rayos X en cristales a temperaturas muy bajas (aproximadamente 100
K 0 -173.15 °C) muy por debajo de la temperatura fisioldgica. No solo la dinamica
molecular de las proteinas se reduce significativamente a bajas temperaturas, sino
que, lo que es mas importante, la relacion entre la temperatura y la reduccién de la
dinamica no es lineal y por ende el promedio de tiempo y espacio de la densidad
electronica determinada a partir de la difraccion de rayos X para una proteina a 100
K puede ser tanto cuantitativa como cualitativamente diferente del estado en el que
resulta fisiolégicamente funcional. La gran mayoria de las estructuras de AChE

revelan una similitud significativa e independiente del ligando de las conformaciones
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de la columna vertebral de la proteina de carbono alfa (Ca) que incluso se extienden

a la gran mayoria de las orientaciones de la cadena lateral.®’

La geometria de las aberturas del cuello de botella del sitio activo en todas
las estructuras de AChE luce estrecha, con apenas el ancho suficiente para permitir
gue una molécula de acetilcolina se acerque al sitio catalitico. Las moléculas de los
ligandos reversibles y covalentes mas diversos estructuralmente de AChE son méas
grandes en tamafio y volumen que acetilcolina, sin embargo, estos ligandos pueden
unirse eficientemente dentro del centro activo, asociandose con la enzima a tasas
limitadas por difusion, a pesar del acceso aparentemente restringido al sitio activo
observado en las estructuras de rayos X, no obstante, ninguna de las
conformaciones de AChE depositadas en la base de datos PDB, las cuales exhiben
una variabilidad estructural limitada, revelan como esos ligandos acceden a sus
sitios de union. Lo mas probable es que las geometrias disponibles se rijan no solo
por rotaciones llevadas a cabo en la cadena lateral de aminoacidos, sino también
por la flexibilidad de la columna vertebral de la proteina AChE. Dicha flexibilidad
conformacional de la columna vertebral de proteinas en la AChE luce esencial para
la asociacion rapida del sustrato y otros ligandos, y parece cambiar localmente,

acomodando la formacién de un complejo reversible o conjugado covalente.®’

8.2 Toxicocinética de los OP

Los OP se incorporan siguiendo diferentes vias de exposicion. Una vez que el OP
ha llegado a la circulacién, se distribuye sistémicamente causando toxicidad en el
sistema nervioso central y periférico por inhibicién de la acetilcolinesterasa. Varios
procesos de metabolismo (por ejemplo, hidrélisis enzimatica y no enzimatica) y
eliminacién (por ejemplo, formacion de aductos mediante la unién a proteinas y
multiples serina esterasas seguidas de una reactivacion espontanea marginal)
reducen la cantidad de OP circulante. La intervencion terapéutica por oximas
reactiva las colinesterasas bajo la liberacion de un intermediario toxico OP-Oxima

(fosforiloxima) que a su vez sufre hidrélisis inmediata. Los OP hidrolizados que
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emanan de estas conversiones quimicas son excretados por el riidn de manera

mas frecuente que por el higado, Figura 20.%°
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Figura 18. Pasos elementales de la toxicocinética de los OP en mamiferos. AA:
aminoacido; AChE: acetilcolinesterasa; BChE: butirilcolinesterasa; CaE:
carboxilesterasa; DFPasa: diisopropil fluorofosfatasa; KIAA1363, acetil
monoalquilglicerol éter hidrolasa; NTE: esterasa diana de neuropatia; PONL1:
paraoxonasa 1; PTE: fosfatriesterasa; SMP30: proteina marcadora de senescencia
30; X: grupo saliente (F, CN, (CH2)2-N(iprop)z). Adaptado de la Ref.50

8.2.1 Inhibicion de las enzimas serina esterasas (AChE, BChE, NTE)

Una vez que un organismo entra en contacto con un plaguicida, inician procesos de
biotransformacion de OP ocurre mediante reacciones oxidativas, reductoras e
hidroliticas, catalizadas por enzimas de la fase | o Il de biotransformacion. Después
de la exposicion, los plaguicidas OP se metabolizan con la ayuda de enzimas del

citocromo P450 (CYP) mediante la desulfuracion oxidativa en el caso de los OP
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azufrados, dando como resultado un metabolito toxico del oxén especifico del

pesticida OP y atomo activo de azufre, ver Figura 21.

El metabolito tipo oxon del OP actiia como un fuerte inhibidor de AChE y esta
relacionado con efectos neurotoxicos basados en la dosis, el tipo de OP, la
frecuencia de exposicion y otros factores que afectan la vulnerabilidad y sensibilidad
de un individuo. La exposicion a OP muestra tres acciones neurotoxicas distintas
relacionadas con la organofosforilacion de objetivos proteicos como AChE, NTE, o

la unién directa a receptores nicotinicos o muscarinicos en el sistema nervioso.?®

Los OP, al reaccionar con la serina del sitio catalitico y en la disociacion de
su grupo saliente, forman un fosfato o fosfonato tetraédrico que reside en el sitio
catalitico de AChE vy evita cualquier hidrélisis adicional de acetilcolina. Como el
ataque nucleofilico al fésforo es significativamente mas lento que al carbono, el agua
en el sitio activo no es lo suficientemente nucleofilica para reaccionar con el centro
P de la serina fosforilada para escindir el OP unido covalentemente del sitio
catalitico. Por lo tanto, la modificacién covalente del residuo catalitico Ser203 da
como resultado la incapacidad de AChE para unirse e hidrolizar acetilcolina, lo que
lleva a una rapida acumulacion de Acetilcolina y la posterior sobreestimulacién de

los receptores de acetilcolina.*’

Se han postulado fuertes interacciones de enlace de hidrogeno con His447
para estabilizar este residuo de serina fosforilado anionico. La O-desalquilacion del
OP unido a AChE da como resultado un residuo de serina fosforilado anidnico,
proceso denominado como “envejecimiento”, lo que hace que la forma envejecida

sea resistente al ataque nucleofilico de las oximas, ver Figura 22.

Después de que la enzima ha sufrido envejecimiento, se consideraba que no
era reactivable hasta hace un par de afios. Las tasas de envejecimiento varian entre
los OP, pero un rango aproximado de tiempos de envejecimiento puede abarcar
desde 37 h (VX) hasta solo 4 minutos en el caso de soman (GD),*” Tabla 6. El
potencial neurotéxico de los OP depende del grado de hidrélisis del grupo saliente,

gue resulta mas alto para los grupos fllor y menor para los grupos alquilo o arilo.?®
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Tabla 6. Tiempo promedio de envejecimiento para varios OP. Adaptado de la Ref.47

OP Tiempo promedio de envejecimiento (h)

tabdan 19.2
sarin 3.0
soman 0.07
ciclosarin 7.0
VX 36.5

VR 138.6

CVvX 32.2

etil paraoxén 31.5
metil paraoxon 3.7

Durante el estado de envejecimiento de la AChE lo que ocurre con mayor
frecuencia ademas del efecto neurotodxico es la inhibicion de la NTE (esterasa diana

de neuropatia) y la alquilacién de macromoléculas, incluyendo ARN y ADN.?°

BChE es inhibida por los OP de manera similar que AChE y también sufre un
proceso de envejecimiento similar después de la inhibicién. El proceso de
envejecimiento es aun mas rapido para BChE que para AChE y la BChE envejecida

es igualmente resistente a la reactivacion.*’

La biotransformacion de OP azufrados se da por el citocromo P450 (CYP)
hacia el metabolito toxico (oxén), lo que resulta en la inhibicion de la
acetilcolinesterasa (AChE), butirilcolinesterasa (BChE) y de la esterasa diana de
neuropatia (NTE), ocasionando neurotoxicidad. El proceso de desintoxicacién ya
sea por hidrélisis enzimatica con ayuda de la paraoxonasa 1 (PON1) y
carboxilesterasa (CE) para formar metabolitos especificos del plaguicida vy

metabolitos dialquil fosfato (DAP) no especificos o por la hidrélisis terapéutica
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inducida por oximas, las cuales intervienen en la reactivacion de enzimas inhibidas,

Figura 21.
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Figura 20. Inhibicion y envejecimiento de AChE con OP del tipo fosfonato. Esquema
adaptado de la Ref.47

Si bien la reactivacion de la AChE inhibida ha demostrado ser una tarea
desafiante durante los ultimos 70 afos, el proceso solo se complica mas por la
competencia entre el envejecimiento y la tasa de reactivacion de los antidotos. Dado
gue el envejecimiento es la desalquilacién espontanea del grupo alquilo (R) en el
residuo de serina fosforilado (inhibido), lo que lleva a una serina fosforilada anionica,

el envejecimiento de AChE elimina la cadena lateral alquilo del OP original.*’

Por lo tanto, el proceso de envejecimiento conduce a solo tres estructuras
Unicas de AChE envejecidas, que se esquematizan junto con el tipo de compuesto

organofosforado téxico que les da origen en la Tabla 7.
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Tabla 7. Tipos de OP inhibidores de AChE que ocasionan envejecimiento de la

AChE, ejemplos y el complejo con AChE envejecido.

Complejo AChE-OP

resultante en el estado

Clasifiacion del OP Ejemplos de OP

(Estructura molecular) | (nombres comunes) "
envejecido.

clorfenvinfés,
crotoxifés, diclorvos,

dicrotofds, heptenfos,

o mevinfos,
R-O //
RRCEEEN monocrotofds,
O0——X
Fosfato fosfamlda,

tetraclorvinfés,

triazofés, paraoxon,

DFP, etc.
ﬁ Agentes Gy V, con la
P—
R \/ORO excepcion de GA.
X butonato, triclorfén.
Fosfonato
/o tabln (GA)
(R-O)Z—P/ ) )
" cruformatio, fenamifos,
Fésforamidato fostietan.

Las enzimas serina esterasas catalizan la hidrélisis de los ésteres de
carboxilato por un mecanismo comun que implica la formacion de un intermediario
covalente de la enzima acilo, por lo tanto, al estar en contacto con los OP que son
ésteres hidrolizables estos actian como pseudo-sustratos para una variedad de

serina esterasas y proteasas. La tasa de hidrdlisis de la enzima fosforilada es muy
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reducida (6-10 ordenes de magnitud) en comparacion con la de la enzima acilo y
requiere de un reactivador que contenga grupos altamente nucledfilos para

desplazar el intermediario Enzima-OP.

No obstante, la enzima fosforilada puede sufrir posteriormente una segunda
reaccion, conocida como "envejecimiento”, que, en el caso mostrado de un
organofosfonato, resulta en la liberacion del grupo R que se habia unido al fésforo
a través de un atomo de oxigeno. Esta desalquilacion deja la serina del sitio activo
unida covalentemente a una fraccion organofosforilada cargada negativamente, que
es significativamente mas resistente que el grupo organofosforilado no envejecido
a la eliminaciébn por nucledfilos terapéuticos. A diferencia de los OP, los
organofosfinatos también reaccionan covalentemente con la serina del sitio activo,
pero no pueden sufrir la reaccién de envejecimiento porque ambos grupos R estan

unidos al fésforo por enlaces C-P estables.®®

En la Figura 23 se muestran tres casos donde el residuo de serina reactiva
en el sitio activo de la enzima esta representado por -OH. (A) Después de la
activacion a través de la extraccion de su hidrogeno, el residuo de serina realiza un
ataque nucleofilico sobre el carbono acilo del éster y forma un intermediario
tetraédrico. La fraccion alcohdlica se expulsa rapidamente de este intermediario
para producir una enzima acilo covalente. La hidrolisis acuosa rapida de la enzima
acilo libera el acido carboxilico y regenera la enzima libre. (B) Parte de la eficacia
de los ésteres OP como inhibidores de las enzimas serina esterasas resulta de su
semejanza estructural con el intermediario tetraédrico formado entre la enzima y el
sustrato del éster carboxilato. La velocidad de hidrdlisis/reactivacion de la enzima
organofosforilada u organofosfenilada es mucho mas lenta que la de la enzima acilo,

lo que resulta en una inhibicion esencialmente irreversible.

Ademas, los OP neuropaticos, como ciertos organofosfonatos (como el
ejemplo de la Figura 23) y organofosforados, pueden sufrir una segunda reaccién
denominada "envejecimiento”. Esto implica la pérdida de uno de los grupos R de la
enzima organofosforilada, dejando una especie cargada negativamente unida al

sitio activo y se cree que es el paso inicial para ocasionar OPIDN (neuropatia
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retardada inducida por organofosforados). (C) Por otro lado, aunque la etapa inicial
de la inhibicién de serina esterasas por organofosfinatos se asemeja a la de los
organofosforados y organofosfonatos, estos compuestos no pueden sufrir la

reaccion de desalquilacion y tampoco envejecimiento y, por lo tanto, no pueden
iniciar OPIDN. %9
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Figura 21. Reaccion de serina esterasas A) con éster carboxilico, e inhibidores

organofosforados B) éster fosfato y C) fosfonato. Adaptado de la Ref.69
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Desde la década de los 60’s se llevaron a cabo estudios que establecian la
hipotesis de la inhibicion mediante la fosforilacion del sitio activo de otra enzima
ubicada en el SNC e independiente de AChE y BChE posterior a la exposicion a
OP, lo que derivaba en los efectos de una especie de neurotoxicidad retardada que
se presentaba posterior a los 8-14 dias de la exposicion al OP. En ese momento los
mecanismos de inhibicion que derivaban en la toxicidad referida no estaban
definidos, simplemente se conocia que el efecto patoldgico sélo se observaba en
los axones largos de las neuronas en el SNC y que existian diferencias significativas
en la inhibicidn de esta esterasa y la presencia de efectos neurotoxicos retardados
tras la administracion de mipafox, diisopropil fluorofosfato (DFP) y algunas especies
de carbamatos. A partir de aqui se establece una necesidad a futuro de investigar
la relacion estructura-actividad de esta enzima desconocida para dilucidar los
mecanismos de inhibicion tras la exposiciéon a OP y como derivan en los efectos de
la neurotoxicidad retardada y enfocar dicho conocimiento en el Desarrollo de
antidotos efectivos para tartar este tipo de toxicidad, puesto que la identificacién de
una enzima solo por su comportamiento frente a sus inhibidores queda muy lejos

de comprender su capacidad catalitica o su funcion fisiol6gica.’®"*

A mediados de la década de los 70’s se denomina como ‘esterasa
neurotéxica’ a esta enzima correlacionada con los efectos neurotoxicos retardados
inducidos por exposicion a OP y se comienzan a establecer los mecanismos de
inhibicion de esta enzima, apuntando que las secuelas neurotéxicas dependen de
la naturaleza del grupo acilo unido covalentemente al sitio activo de la esterase y no
solo de la inhibicion de la enizma, proponiendo un mecanismo adicional de
‘envejecimiento’ de la enzima que ocasiona los efectos de la neurotoxicidad
retardada. Asi mismo tras probar una serie de OP se derivan una serie de
conclusiones con relacidon a su estructura quimica y el efecto neurotoxico que

provocan:

e En una serie de inhibidores homologos, la actividad neurotdéxica aumenta
rapidamente a medida que se incrementa el tamafo y/o la naturaleza
hidrofoba del sustituyente R, hasta que se alcanza una actividad casi maxima

con el n-butilo.
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e Los fosfonatos parecen tener una mayor tendencia a la neurotoxicidad en

comparacion con los fosfatos.

e Los fosfinatos no son neurotoxicos y los que atacan a la Esterasa
Neurotdxica son agentes protectores contra la exposicion a otros OP

e La mayoria de los ésteres que tienen grupos salientes fluoruro o 2,2-

diclorovinilo son neurotéxicos.

e Un sustituyente orto junto a un enlace éster aromatico en un inhibidor directo

reduce la neurotoxicidad.

La aplicacion de estas premisas ha tenido como propdsito el ayudar a la comunidad
cientifica en el disefio de ésteres organofosforados con bajo potencial neurotoxico;
no obstante, esta informacién se ha tomado como punto de partida para el desarrollo
de OP con potencial neurotdxico elevado, con la finalidad de ser utilizados como
armas quimicas con fines bélicos. Por lo tanto, el énfasis que se le tendria que dar
a los estudios de estructura-actividad de las enzimas serina esterasas tiene un
punto de inflexion en esta época, pues a partir de entonces su importancia es aun
mas marcada con la finalidad de desarrollar antidotos efectivos que contrarresten
los efectos de la toxicidad aguda por exposicién a OP y que prevengan o mitiguen

los efectos neurotéxicos retardados.’?

En la actualidad se conoce que estos OP sefialados también pueden inhibir NTE y
ocasionar OPIDN (neuropatia retardada inducida por organofosforados). Lo que
también tienen en comun es la capacidad de someterse a una segunda reaccion
dependiente del tiempo después de la inhibicion llamada envejecimiento, que
mecanicamente implica la pérdida de un grupo R de la fraccion fosforilo que resulta
en la formacion de un grupo fosforilo cargado negativamente todavia unido
covalentemente a la serina del sitio activo. A pesar de que el paraoxon es un fosfato
y el sarin es un fosfonato, cada uno capaz de envejecer, estos representan una
excepcion a la regla para ocasionar OPIDN, pues estos compuestos no son

neuropaticos porque no son buenos inhibidores de NTE.”®

El proceso de envejecimiento para producir OPIDN contrasta con la

organofosforilacion y el envejecimiento de AChE para ocasionar toxicidad
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colinérgica. El envejecimiento de AChE no cambia la respuesta toxica; sélo descarta
el uso de las oximas actualmente disponibles para reactivar la enzima inhibida,
porque la enzima envejecida, se considera intratable para la reactivacion con

oximas.’”3

Con NTE el escenario es fundamentalmente diferente al de AChE y la
toxicidad colinérgica, pues la inhibicion de NTE por si sola es insuficiente para
producir neuropatia; también se requiere del envejecimiento de la enzima. La
inhibicion de NTE por un inhibidor que no ocasiona envejecimiento, incluso si
persiste durante un tiempo prolongado, no produce neuropatia, pero da como
resultado una proteccién contra la neuropatia de un OP neuropatico administrado
posteriormente, Figura 24.%°
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El estado inhibido uede brindar proteccion contra la exposicion
aun OP subsecuente.

Figura 22. Esquema del proceso de inhibicion y envejecimiento de la esterasa diana

de la neuropatia (NTE) que puede derivar en OPIDN. Adaptado de Ref.74
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El potencial neuropatico de un compuesto OP depende de su capacidad para
inhibir NTE (y para que el conjugado NTE-OP sufra envejecimiento), Figura 25. Sin
embargo, un compuesto OP no sera capaz de inhibir NTE en un grado suficiente
para producir OPIDN si su toxicidad colinérgica es demasiado alta para permitir la
supervivencia del organismo a una dosis neuropatica. Por lo tanto, el potencial
neuropatico de un compuesto OP es un concepto relativo que depende de la
capacidad del compuesto para inhibir NTE en comparacién con su actividad anti-
AChE.™

Es importante remarcar que las estrategias en el disefio de agentes
terapéuticos para la reactivacion de AChE y la posterior hidrélisis del OP deben
orientarse tomando en cuenta la importancia del angulo limitado de acceso del
nucleodfilo dentro del estrecho desfiladero del sitio activo de la enzima, que se ve

afectado aiin mas en una reduccién del volumen con el OP conjugado.”™
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Figura 23. Inhibicién y envejecimiento de serina esterasas por mipafox (fluoruro N,

N'*-diisopropilfosforodiamidico). Adaptado de Ref.74



8.3 Toxicidad en medioambiente.

Ademas de los humanos, hay seis areas principales de contaminacién con OP para
tener en cuenta: suelo, aire, insectos, plantas, animales (salvajes y domésticos) y
agua. Los plaguicidas generalmente se rocian en forma liquida, cultivos y/o suelo,
y un pequefio porcentaje de los productos aplicados se volatilizan y pasan a la
atmosfera, por lo que son transportados por el viento, y que a su vez pueden

regresar a la superficie de la tierra con lluvia o sedimentos sélidos.3°

La contaminacion de los plaguicidas al medio ambiente se produce

principalmente por:

e Aplicacion directa a los cultivos

e Limpieza inadecuada de los contenedores y tanques

¢ Fugas de los tanques de almacenamiento y residuos vertidos al suelo
para su disposicién

e Derrames accidentales y uso inadecuado

La combinacion de estos factores conduce a su distribucion en la naturaleza.
Los residuos de estos plaguicidas se dispersan en el medio ambiente y se
convierten en contaminantes tanto en sistemas bioticos (principalmente animales y
plantas) como abidticos (suelo, aire y agua), amenazando su estabilidad y

representando un peligro para la salud publica.”®

La mayoria de los plaguicidas, derivados del fésforo y carbamatos son
degradados por microorganismos y sus residuos desaparecen en un periodo de
tiempo relativamente corto. Es importante evaluar el grado en que dichos pesticidas
contaminan el suelo ya que de ello depende la medida en que se transfieren a los
alimentos y algunos pueden permanecer de 5 a 30 afos dependiendo el tipo de

suelo.30

Los pesticidas se mezclan con el agua a través de diferentes mecanismos de

contaminacion como:

e Aplicacion directa a los cursos de agua para controlar plantas acuaticas,

insectos o0 peces no deseados
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e De forma superficial o por infiltracion en el manto freatico o en rios,

arroyos, lagos y embalses de areas agricolas adyacentes

e Aplicacion aérea sobre el suelo

e Descarga de aguas residuales de la industria de produccion de

plaguicidas

Algunos OP tardan afios en descomponerse y son dificiles de remover, pues

estos se acumulan en el tejido adiposo de los animales y con ello la concentracion

del plaguicida se incrementa gradualmente a lo largo del proceso de la cadena

alimenticia.3°
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Figura 24. Vias y ciclos de contaminacion en el medio ambiente de los OP.

Adaptado de Ref. 77

Los medios ambientales que se contaminan por plaguicidas determinan el punto

de contacto de los seres humanos con estas sustancias, entre los que se pueden
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encontrar: el medio laboral, el doméstico, lugares de recreacion o cuando se
consumen alimentos que contienen residuos de estas sustancias, por lo tanto, se
infiere que el uso de OP se puede asociar con el deterioro del ecosistema y la salud

de la poblacion, tanto histéricamente como ahora.

Las diferentes vias de contaminacion, asi como el ciclo de traslado de los OP en

el medio ambiente pueden verse resumidos en la Figura 26.
8.4 Toxicidades en humano derivadas del uso y exposicién a los OP.
La intoxicacion por organofosforados puede producir tres manifestaciones clinicas:

e Intoxicacién aguda
¢ Neurotoxicidad retardada inducida por ésteres organofosforados (OPIDN)

e Neurotoxicidad tardia o crénica

Para fines practicos estos efectos clinicos después de la exposiciéon a OP se
pueden dividir en manifestaciones agudas, retardadas y cronicas.

8.4.1 Toxicidad aguda

Los cuadros de intoxicacién aguda producen un conjunto de signos y sintomas
conocidos como sindrome colinérgico, que se produce por sobreestimulacion de los
receptores de acetilcolina. Esto ocurre entre unos pocos minutos y hasta 12 horas
después de la exposicion al agente toxico, segun la edad del paciente, la ingesta y
la toxicidad inherente del compuesto.*®

Los efectos agudos derivados de una intoxicacion con OP dependen del sitio
de exposicion, que puede ser después de la inhalacion, el contacto con la piel,
introduccién en vias oculares o la ingestién. Sin embargo, grandes dosis que
involucren a todas las vias de exposicion provocan efectos similares. Para la
mayoria de los OP, la exposicion dérmica y la subsiguiente absorcion a través de la

piel es la forma mas comun de envenenamiento en el ambiente ocupacional.”®

Tanto los OP como los carbamatos son inhibidores de la enzima
acetilcolinesterasa, siendo los primeros generalmente mas toxicos, de mayor

duracion de accion y mas frecuentes en toxicidad en el sistema nervioso central
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(SNC). La toxicidad de los inhibidores de la acetilcolinesterasa resulta de la

disminucién de la capacidad de la colinesterasa para descomponer la acetilcolina,

lo que lleva a niveles de acetilcolina excesivamente altos.¢

Los signos y sintomas por intoxicaciones agudas con inhibidores de la

acetilcolinesterasa mas frecuentes se resumen en la Tabla 8 por el tipo de receptor

implicado.

Tabla 8. Signos y sintomas en intoxicaciones por inhibidores de la AChE en funcién

de la ubicacion del receptor involucrado. Adaptado de la Ref.35

0O O O M < v = @

Sistema Nervioso Periférico

Muscarinicos

Sialorrea
Lagrimeo
Incontinencia Urinaria
Diarrea, tenesmo
Broncoespasmo,
broncorrea, sibilantes
Disminucion de la
presion Arterial
Bradicardia
Nauseas

Vomitos

Codlicos

Sudoracion

Miosis

Visién Borrosa

Nicotinicos

Fatiga Muscular
Espasmo Muscular
Fasciculaciones
Paralisis
Disminucioén del esfuerzo
respiratorio

Taquicardia
Diaforesis
Hipertension
Hipoglicemia
Palidez

Cianosis

Midriasis

Sistema Nervioso

Central

Ansiedad
Nerviosismo
Confusion
Cefalea

Insomnio

Ataxia

Dificultades del habla
Labilidad emocional
Respiracion de Cheyne-
Stokes
Convulsiones
Depresion del centro
respiratorio, Pardlisis
respiratoria central
Depresion del Centro
cardiovascular

Coma

Los OP pueden causar sintomas similares a través de un mecanismo comun

que inhibe la acetilcolinesterasa. Debido a que comparten este mecanismo, la
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exposicion al mismo organofosforado a través de diferentes rutas (dérmica, mucosa,
oral o inhalacion) o multiples organofosforados (incluso carbamatos) puede resultar
en una toxicidad aditiva severa. Sin embargo, es vital comprender que existe una
amplia gama de toxicidad entre los diferentes agentes y que la absorcion dérmica
varia ampliamente, lo que hace que la identificacion y el manejo especifico de los

plaguicidas sean extremadamente importantes.3!

8.4.2 Neurotoxicidad retardada inducida por ésteres organofosforados (OPIDN).

La neurotoxicidad retardada inducida por ésteres organofosforados (OPIDN por sus
siglas en inglés, Organophosphate Induced Delayed Neurotoxicity) es una
neuropatia distal simétrica que ocurre en un pequefio porcentaje de casos después
de dos semanas de exposicion aguda a OP y conduce a una paralisis transitoria.
Se plantea que es causada por la inhibicién de la Esterasa Diana de Neuropatia
(NTE, Neuropahty Target Esterase), una proteina de membrana integral en el
sistema nervioso. A las pocas horas de la intoxicacion por OP, la NTE es
permanentemente inhibida por dos mecanismos. El primero es la fosforilacion, que
disminuye la velocidad de hidrdlisis de las enzimas fosforiladas, y el segundo es el
envejecimiento, lo que resulta en la escisién de los grupos alquilo ligados a los
residuos fosforilos que dejan residuos cargados negativamente en el sitio activo de
la enzima. El envejecimiento y la fosforilacibn de mas del 50-70% de la NTE
funcional en nervios periféricos es uno de los principales procesos implicados en la
OPIDN.?®

La inactivacion de NTE reduce la degradacion de la fosfatidilcolina a
glicerofosfocolina e induce una acumulacion anormal de membranas que contienen
fosfatidilcolina, lo que interrumpe la homeostasis y fluidez normal de los lipidos de
la membrana, afectando la iniciacion de neuritas, Figura 27. Dado que la NTE
hidroliza la lisolecitina, una acumulacion excesiva de lisolecitina también causa el
retraso en el inicio de la neurita. La inactivacion de NTE también promueve la
transferencia de macromoléculas de la neurona a los extremos distales de los

axones largos, interrumpe el proceso de mantenimiento axonal.?®
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También se ha establecido que la NTE esta implicada en el control de la
afluencia de calcio en las células y en el mantenimiento del funcionamiento de los
canales de calcio. Después de la inactivacion de NTE, la concentracion
citoplasmatica de calcio aumenta sustancialmente a través del aumento de la
afluencia de calcio al citoplasma o por la reduccion del flujo de calcio al exterior.
Como resultado, enzimas como la proteasa neutra activada por calcio (calpaina,
CANP) se activa y desencadena una cascada de eventos patolégicos, como la
destruccion del citoesqueleto, la inhibicion de la autofagia y la activacion de la via

apoptotica, derivando finalmente en la aparicion de OPIDN.?°

) /o’ \N+/ HO . /7 \N/
Q \/P\o/\/ \ NTE HO\/\/ /P\O/\/\

IR e

Fosfatidilcolina HCOOH Glicerofosfocolina (atfa-GPC)

Figura 25. Reaccién de degradacion de la Fosfatidilcolina a Glicerofosfocolina

mediada por la Esterasa Diana de Neuropatia (NTE). Adaptado de la Ref.79

Aproximadamente poco mas de un tercio de los sintomas caracterizados de
OPIDN se desarrollan entre 2 semanas y 3 semanas posteriores a la exposicion a
OP, como lo son dolores punzantes en ambas piernas, sensaciones cutaneas
anormales de las extremidades, debilidad de los musculos distales de las
extremidades, aumento de las latencias distales y reduccién de las velocidades de
conduccion nerviosa, mientras que los sintomas de degeneracion axonal con
desmielinizacion secundaria, ataxia cerebelosa y sintomas extrapiramidales como
pérdida temporal del habla, anomalias en el tono muscular, temblor y rigidez,
expresion facial reducida, crisis oculogira y postura opistotonica ocasional, sintomas
de inicio tardio generalmente aparecen después de 5 semanas a 6 semanas tras la
exposicién aguda a los OP. Aunque el padecimiento afecta principalmente a los

nervios sensoriales, la debilidad menor y una elevacién en el umbral de temblor
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pueden continuar hasta por afos, mientras que las neuronas motoras pueden

perder sus capacidades de forma permanente, lo que dificulta la recuperacion.?®

8.4.3 Toxicidad cronica.

La intoxicacion cronica puede ocurrir en trabajadores (principalmente agricolas) con
exposicion recurrente a OP y esta asociada con el desarrollo de algunas
enfermedades. Hay estudios que han demostrado que esta asociada con
enfermedades como el cancer, la leucemia, la enfermedad de Parkinson, el asma,
los trastornos neurolégicos y los trastornos cognitivos. Ademas, se ha observado
que los efectos sobre la salud varian segun la exposicién, la concentracion y el

grupo de edad (p.e.: niflos, mujeres embarazadas, agricultores, ancianos).88!

En particular, cuando se trata de OP, existe evidencia cientifica de que la
exposicion de forma constante y de manera directa e indirecta a diversos
compuestos de este tipo es una seria amenaza a largo plazo, provocando serios
problemas de salud como cancer, trastornos endocrinos, diabetes y otros. Sin
embargo, muchos estudios se centran en la inhibicion de la acetilcolinesterasa, por
lo que se necesita mas investigacidon sobre los mecanismos de toxicidad no
colinérgicos y el papel de los metabolitos secundarios en los efectos sobre la salud
a largo plazo.?®

Existe un consenso de que la exposicion a dosis bajas con OP, asi como el
envenenamiento agudo previo, puede ocasionar efectos neurolégicos vy
neuroconductuales persistentes, que no pueden asociarse Unicamente a la
inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa, pues se ha sugerido que pueden existir
implicadas otras proteinas cerebrales mas sensibles a estos compuestos. Posterior
a diversos casos de sobreexposiciones agudas sintoméaticas a OP en patrticular,
existen reportes en centros de salud de que las personas expuestas presentan
consecuencias nheuroconductuales, psicolégicas y psiquiatricas, que pueden
demorar meses en revertirse o incluso ser permanentes. Varios autores han
seflalado que los efectos neuropsicoconductuales pueden resultar como

consecuencia de la sobreexposicion ocupacional a este tipo de plaguicidas. Los
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signos y sintomas con mayor frecuencia derivados de exposiciones recurrentes
incluyen: deterioro de la cognicion, déficit de memoria, deterioro de la funcién
mental, amnesia retrograda, aumento del umbral vibrotactil, depresion, mareos,
irritabilidad, ansiedad, reacciones esquizoides y exacerbacion de problemas

psiquiatricos preexistentes.??

Un namero significativo de estudios demuestra que el contacto con OP, como
el clorpirifés y el fention, puede inducir estrés oxidativo que da como resultado dafio
tisular, incluida la peroxidacién lipidica, dafio al ADN nuclear, activacion de la
proteina cinasa C (PKC) y expresion génica alterada, asi como neuropatia sensorial
y teratogénesis. Algunos compuestos como el diazinbn se han asociado con
acciones inhibitorias inmediatas y directas sobre la sintesis del ADN y, por lo tanto,
sobre la replicacion de las células neurales, con preferencia por las células
gliotipicas. Por lo tanto, los OP pueden causar toxicidad en humanos por varios
mecanismos del dafio al ADN e interferencia en los mecanismos expresivos, asi

como a través de la via de sefializacion celular.83

Los pesticidas organofosforados tienen efectos potentes en varios procesos
de la respuesta inmune en algunos casos, pero no se ha establecido si estos estan
mediados a través de la inhibicion de las colinesterasas o0 a través de otras
esterasas que median las reacciones inmunoldgicas. La exposicidn a niveles bajos
de pesticidas organofosforados no parece afectar negativamente al sistema
inmunologico, pues los efectos observados no siempre estan relacionados con la

dosis y rara vez ocurren en exposiciones que no producen toxicidad sistémica.®*

Otros efectos adversos descritos con menor frecuencia y que se han
asociado como consecuencia de la sobreexposicion a los OP incluyen:

miocardiopatia, rabdomiélisis, nefrotoxicidad y lesién pancreética.
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9. PROTOCOLO DE ATENCION HOSPITALARIO VIGENTE.

Las investigaciones existentes sugieren que muchos pacientes expuestos a
productos quimicos, después de ser transportados por ellos mismos o por
acompanfantes, llegan al hospital mas cercano sin previo aviso, eludiendo

efectivamente cualquier intento de descontaminacioén en el lugar.3®

Los pacientes en esta situacion generalmente tienen la idea errobnea de que
cada hospital debe tener un plan para tratar las intoxicaciones con inhibidores de la
acetilcolinesterasa, cuando en realidad el manejo efectivo de estos casos requiere
planificacion, capacitacion, comunicacion de emergencia y coordinacion a nivel

comunitario.

Asimismo, a pesar de que las disposiciones oficiales indican que deben
tomarse las medidas de seguridad necesarias para proteger la integridad fisica del
trabajador o usuarios con el manejo de plaguicidas, son pocos los productores
brindan a sus trabajadores un equipamiento completo y de calidad en cuanto a
equipos de seguridad se refiere ya sea porque tienen un costo elevado, por
desconocimiento de los equipos o inadecuaciones practicas de su uso durante las

actividades.20

A pesar de la importancia del envenenamiento por OP y su mortalidad
resultante, su manejo ha cambiado poco en los ultimos afios. La prioridad en el
manejo de pacientes con casos de intoxicacidon aguda por OP es prevenir la
exposicién secundaria y lesiones a otros.%¢ Esta exposicion secundaria puede
ocurrir por contacto directo o liberaciéon de residuos de agentes téxicos derivados
de:

e Contenido estomacal regurgitado por el paciente con el agente toxico
e Restos en la piel, el cabello o la ropa de la persona intoxicada

e El vehiculo contaminado (o su contenido) en el que se transporto al paciente.

La descontaminacién es una prioridad, siendo para algunos el primer paso a
realizar, pues los pacientes con contaminacion de piel y prendas pueden tener

absorcion topica en curso. Ademas, pueden significar un riesgo para el personal de
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salud al contacto. Inmediatamente se debe retirar toda la ropa al paciente y lavar la
piel con jabon alcalino y agua. La remocion de la ropa elimina 85 a 90% el riesgo de

contaminacion.3®

Los OP, asi como otros agentes neurotoxicos ingresan al cuerpo
principalmente a través de la penetracion de la piel, causando dafos severos e
incluso la muerte del sujeto expuesto. Con ello debe seguirse un proceso de
descontaminacion de la superficie corporal rapido y eficiente para reducir la
extension de las lesiones cutaneas y sistémicas. En las directrices actuales, los

procedimientos de descontaminacién generalmente son en el siguiente orden:

¢ Descontaminacion humeda con agua o0 agua jabonosa que representa la
opcion mas viable para la mayoria de los escenarios donde ocurre una
intoxicacion aguda con OP.

e Descontaminacion seca mediante materiales adsorbentes como polvos, por
ejemplo, tierra de Fuller (FE), la cual es capaz de adsorber y desplazar el
agente toxico, pero que resultan poco efectivas cuando éste atraviesa la capa
exterior de la piel.

¢ Reactive Skin Decontaminant Lotion (RSDL®), que neutraliza las sustancias
toxicas en un corto periodo de tiempo y a la par remueve estas
absorbiéndolas, sin embargo, resulta costosa y su distribucién sigue siendo

restringida al Aambito militar. 86

Una vez tomadas estas medidas, el tratamiento de la intoxicacion depende
de la gravedad, se realiza una evaluacion de las vias respiratorias, ventilacion,
estado circulatorio, estado de conciencia y examen fisico para tratar los hallazgos
que amenazan la vida del paciente.8” En la mayoria de los casos es necesario
prolongar el seguimiento de los pacientes expuestos a estos agentes toxicos debido
a la posibilidad de aparicion tardia de efectos derivados de la inhibicion de la
acetilcolinesterasa (AChE). El soporte respiratorio es particularmente importante, ya
gue la insuficiencia respiratoria es una causa habitual de muerte por intoxicaciéon

con OP.36
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En relacion con los tipos de medicamentos utilizados para contrarrestar los
efectos nocivos por intoxicaciones agudas con OP la atropina suele ser el
tratamiento de primer uso, pues esta inhibe competitivamente los efectos de los
inhibidores de la AChE en los receptores colinérgicos muscarinicos. Las mejores
vias para la administracion de atropina son, en este orden: intravenosa,
autoinyectable e intramuscular. Las dosis administradas de esta sustancia deben
ajustarse para lograr el control de la broncorrea y la broncoconstriccion clinicamente
significativas, asi como para tratar las bradiarritmias peligrosas o los bloqueos
auriculoventriculares (AV) en casos de intoxicaciones severas. No obstante, pueden
resultar necesarias dosis extremadamente grandes para el envenenamiento
dependiendo el grado de exposicion a OP, y debe considerarse que la atropina no
revierte los efectos inhibidores de la AChE en receptores colinérgicos nicotinicos.36
En conjunto con la atropina, se administran oximas como la pralidoxima (2-PAM) y
obidoxima (LuH6) inmediatamente después del envenenamiento por OP para

regenerar acetilcolinesterasa activa (ver mas adelante).36

La intoxicacién grave provoca una redistribuciéon prolongada del agente
téxico, por lo que la terapia intravenosa continua debe ajustarse de acuerdo con la
respuesta clinica del paciente, pudiendo ser necesario un tratamiento de varios dias

en el mejor de los casos.88

9.1 Estrategias vigentes para el tratamiento de pacientes con intoxicacién aguda por

OP utilizando oximas.

La 2-PAM (cloruro de metilo de 2-piridina aldoxima), autorizada para su uso en
EE.UU. por la Food and Drug Administration (FDA) asi como la obidoxima (dicloruro
de N,N-dimetilenéxidobis(piridinio-4-aldoxima)) autorizada en la uniéon europea por
la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) son utilizadas inmediatamente luego
de una intoxicacion por OP para regenerar acetilcolinesterasa activa, ver figura 34.3¢
Varias publicaciones sugieren que las oximas deben reservarse para los signos y
sintomas nicotinicos.3® Las oximas en realidad regeneran la acetilcolinesterasa en

los receptores muscarinicos y nicotinicos, por lo que son eficaces en el tratamiento
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de los sintomas muscarinicos y nicotinicos.®® Actualmente, las oximas también se
recomiendan para tratar todas las intoxicaciones por carbamatos, exceptuando

aquellas derivadas de la exposicion a carbarilo.3®

Estas oximas son nucleofilos que rompen el fuerte enlace que se forma entre
los OP y el residuo de serina en el sitio activo de la enzima AChE, que es lo que
hace gue se inhiba o bloquee. La oxima empleada se queda al inhibidor OP de la
AChE vy lo retira de esta, lo que permite que la enzima vuelva a funcionar con
normalidad. La oxima se queda unida al OP, es decir, fosforilada y la fosforiloxima
puede o no volver a inhibir la enzima. Este tipo de oximas deben administrarse junto
con atropina, con la que tienen un efecto sinérgico notable y la dosis necesaria

puede variar dependiendo del inhibidor OP de AChE involucrado.

Es por ello que las oximas son importantes como antidoto para frenar los
efectos negativos para la salud de los pacientes con intoxicaciones agudas debido
al uso de plaguicidas inhibidores de la acetilcolinesterasa, porque después de la
union inicial de los organofosforados a la acetilcolinesterasa, la acetilcolinesterasa
parcialmente fosforilada puede desfosforilarse durante las primeras 48 horas
(reactivacién) por las oximas con propiedades de antidoto en cuestion descritas

anteriormente.3!

Es fundamental mencionar que después de un periodo de tiempo, algunos
inhibidores de la acetilcolinesterasa con excepcién de los carbamatos pueden
formar un vinculo permanente con la acetilcolinesterasa que las oximas como la 2-
PAM no pueden revertir. Esto sucede en un proceso llamado “envejecimiento” y el
tiempo que tarda un inhibidor de la acetilcolinesterasa en unirse irreversiblemente

varia desde los 2 minutos (soméan) hasta las mas de 40 horas (VX), ver tabla 6.36

También existen factores que pueden retrasar el inicio de la toxicidad y

prolongar el periodo antes de que ocurra el envejecimiento.36

e Latoxicidad de los OP solubles en grasa, como el fentién y el clorfentién, que
pueden redistribuirse de las reservas de grasa con el tiempo.
e Toxicidad de sustancias quimicas, como el paratiéon y el malation, que

primero deben convertirse metabdlicamente a sus formas activas.
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e Exposicion dérmica, que puede retrasar la absorcion y la toxicidad hasta 18

horas.

Con lo mencionado anteriormente se observa que el tratamiento con 2-PAM y
obidoxima pueden no resultar efectivos en situaciones donde el “envejecimiento” de
algunos inhibidores de la acetilcolinesterasa ocurre de manera rapida brindando un
corto margen de administracion de dichas oximas, asi como puede retrasarse la
absorciéon y/o liberacion de estos inhibidores, lo cual acarrea la necesidad de
tratamientos prolongados con 2-PAM o combinaciones sinérgicas de 2-PAM y

atropina.3®

10. NUEVOS ENFOQUES PARA EL DISENO, OPTIMIZACION Y USO
TERAPEUTICO DE OXIMAS PARA EL TRATAMIENTO DE INTOXICACIONES
CON OP.

Hasta ahora, la tendencia mas prometedora para disefiar oximas capaces de
atravesar la barrera hematoencefalica con una mayor eficiencia se centra en
mejorar el transporte transcelular, esto incluye diversas estrategias como el uso de
profarmacos, aumentar la lipofilia del compuesto o usar transcitosis mediada por
receptores. La transcitosis mediada por receptores como mecanismo de transporte
juega un papel esencial mediante el uso de nanoparticulas o la glicosilacion de las
oximas. Evitar la barrera hematoencefalica también es una estrategia en la que se
ha puesto atencion, a través de la administracion intranasal, y de la administracion

mejorada por conveccién (CED) asi como en el uso de microchips.®®

10.1 Disefio de profarmacos basados en oximas reactivadoras de AChE.

Se ha descrito un método profarmaco de transporte al SNC para 2-PAM, donde se
sintetiz6 una estructura sin carga, llamada pro-2-PAM, para mejorar la penetracion
a través de la barrera hematoencefalica. Después de la penetracion, pro-2-PAM
sufre oxidacion en el cerebro para producir 2-PAM activa. La eficacia contra

animales expuestos a diisopropilfluorofosfato (DFP) condujo a la supresion e incluso
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eliminaciéon de las convulsiones. Sin embargo, la capacidad de reducir las
convulsiones después de la intoxicacion por sarin, VX y ciclosarin en conejillos de
indias no fue tan alta como se esperaba. En el caso del sarin y el VX, se encontro
que la pro-2-PAM proporciona una reactivacion moderada de la AChE de conejillo
de indias en el SNC, mientras que para el ciclosarin fue completamente inactiva. El
uso practico potencial se complica ain mas por la sintesis compleja y una baja
estabilidad debido a un mecanismo de autooxidacién.*°

10.2 Uso de nanoparticulas en conjunto con oximas reactivadoras de AChE.

El uso de nanoparticulas (NP) como transportadores mejora la distribucién de un
farmaco en el cerebro, puede proteger el farmaco contra la degradacion enzimatica
y permite la liberacion lenta del farmaco. Las NP pueden ser de origen natural
(liposomas,®! nanocelulosa,®® quitosano,®® proteinas recombinantes®) o de origen
sintético (silice,® zirconio®°’, polimeros,®® o crecidas en dendrimeros®), y el

tamafo de las NP no supera los 1000 nm.

Un ejemplo de agente en el que se ha realizado investigacion para mejorar la
administracion y estabilidad a partir del uso de nanoparticulas de origen natural y
sintético es la oxima MMB4 DMS (1,1'-metilenbis[4-[(hidroxiimino)metil]-piridinio]
dimetanosulfonato). En particular, se ha desarrollado una formulacion destinada a
un ensayo clinico de fase 1, que consiste en micro/nanoparticulas de MMB4
suspendidas en aceite de semilla de algodén, un aceite vegetal biocompatible.1%°
Ademas, se ha explorado el recubrimiento de nanoparticulas de MMB4 con el
anticonvulsivo midazolam (MDZ) y su conjugacién con el péptido CRT. Estas
nanoparticulas recubiertas con MDZ y conjugadas con el péptido CRT tienen como
objetivo lograr una direccién cerebral mediada por el receptor de transferrina
(TfR).101 Este enfoque pretende mejorar la entrega especifica de la oxima MMB4 al
cerebro, potenciando asi su eficacia terapéutica en casos de intoxicacion por

agentes neurotdxicos.

Aunque las NP naturales muestran menor toxicidad que las sintéticas, las NP

naturales se ven obstaculizadas por la rapida biodegradacion, la variabilidad de lote
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a lote y la escasa capacidad de seguimiento. Los sintéticos no se degradan tan
rapidamente y, como desventaja, pueden causar cierta toxicidad o pueden formar
agregados en la sangre.*®

En general, después de la administracion intravenosa, las NP ligadas al
compuesto terapéutico migran en el torrente sanguineo y luego migran a través de
la barrera hematoencefalica mediante una variedad de tipos de endocitosis. El
mecanismo de paso a través de la barrera hematoencefalica depende de las
propiedades fisicoquimicas de las NP, asi como de dichas propiedades de los
ligandos que se han conjugado con las NP. Hay ligandos que median la absorcion
como las apolipoproteinas, 0 que interactian directamente con un receptor o
transportador como transferrina en la barrera hematoencefalica (péptido CRT); Los
ligandos pueden reducir la carga y aumentar la hidrofobia (péptidos anfifilicos), o
mejorar el tiempo de circulacion sanguinea (polietilenglicol, PEG). El destino final
de casi todas las NP conjugadas con el compuesto terapéutico es el sistema
endolisosomal, donde el compuesto se libera de las NP. El mecanismo del
transporte de los compuestos terapéuticos conjugados con NP a través de la barrera
hematoencefalica no ha sido suficientemente dilucidado hasta ahora. Sin embargo,
se ha planteado la hipotesis de que poco después de la administracién de los
conjugados, las apolipoproteinas del torrente sanguineo (Apo) se adsorben en la
superficie de las NP, se transfieren por endocitosis al endotelio y, posteriormente,
se reconocen por el mecanismo de transporte de lipoproteinas y se transportan al

cerebro.%

En el campo de los reactivadores de AChE basados en el uso de oximas, se
ha probado el transporte de HI-6 (Asoxima) unido a NP con albumina sérica humana
(HSA). Las NP ligadas con HI-6 fueron bien transportadas a través del modelo de
células endoteliales y la reactivacion de AChE cerebral fue dos veces mayor que
para HI-6 libre. Ademas, se informé que las NP con HSA que portaban HI-6 tenian
una vida atil mejorada cuando se liofilizaban, conservando la alta efectividad de la
oxima en el sitio terapéutico. Otro estudio describié un transporte mejorado de sales

de HI-6 y obidoxima, ambas unidas a NP con HSA, en un modelo primario de células
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endoteliales capilares cerebrales porcinas (pBCEC). En este caso, la reactivacion

de AChE inhibida por OP fue mayor que para las dos oximas libres.*°

Sin embargo, los resultados prometedores se ven obstaculizados por varios
inconvenientes y limitaciones del concepto de administracion de farmacos basado
en NP. El disefio y el proceso de produccion de los conjugados son muy caros y
complicados, los principales problemas estéan relacionados con la baja capacidad
de carga de compuestos terapéuticos, la baja eficiencia de carga y la poca
capacidad para controlar el tamafio de las NP. Ademas, hay un gran nimero de
interacciones secundarias no deseadas de NP en el organismo, como reacciones
toxicas y alérgicas. Otras limitaciones son la acumulacién de particulas asociadas

con la eliminacién obstaculizada, o por otro lado su rapida degradacién.®°

10.3 Glicosilacion de oximas reactivadoras de AChE.

Los conjugados azlcar-oxima podrian ser potencialmente transportados a través de
la barrera hematoencefélica mediante transportadores facilitadores de glucosa que
pueden reconocer el azlcar, Figura 28.1%? Especificamente, el transportador GLUT-
1 es necesario para el funcionamiento del SNC, ya que suministra al cerebro D-
glucosa. Este transportador se localiza tanto en el lado luminal (sangre) como en el
abluminal (cerebro) de la barrera hematoencefalica. Teniendo esto en cuenta, se
desarrollaron conjugados de glucosa o galactosa con 2-PAM (pralidoxima) y TMB-
4 (Bromuro de trimedoxima). El transporte esperado se confirmé parcialmente en el
estudio que demostré la atenuacion de la hipotermia inducida por etilparaoxon
(POX) en ratas, lo que indica un efecto central de los conjugados de oximas y
azucares. Un mecanismo para este efecto central fue probablemente un incremento
en la biodisponibilidad, pero el transporte debido al transportador de glucosa no fue
atribuido completamente. Estos conjugados también mostraron menos toxicidad
que las oximas nativas. La actividad de reactivacion alcanzé valores ligeramente
mas bajos que 2-PAM en AChE humano después de exposicion a POX,
diisopropilfluorofosfato (DFP) y AChE inhibida por VX. Los conjugados fueron

ineficaces en el caso de la exposicion a tabun, sarin y soman AChE. Cabe sefialar
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qgue el potencial de los transportadores para facilitar el transporte cerebral seria
limitado, debido al hecho de que la presencia del azicar puede dar lugar a muchas
interacciones quimicas con el entorno biolégico del huésped, como los eritrocitos y

los componentes plasmaticos.®®
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Figura 26. Ejemplo de un reactivador derivado de glucosa y 2-PAM enlazados a

través de una cadena alifatica. Adaptado de la Ref.45

10.4 Administracion de inhibidores de la bomba de eflujo glicoproteina P (P-gp) en

conjunto con oximas reactivadoras de AChE.

Dado que la barrera hematoencefalica (BBB) es una barrera fisica y metabdlica
entre el cerebro y la circulacion sistémica que sirve para proteger y mantener la
homeostasis en el cerebro existen transportadores de eflujo de la familia de los
casetes de unién a ATP (ABC) expresados en la barrera hematoencefalica y que
restringen en gran medida la entrada de xenobidticos en el cerebro para prevenir la
toxicidad transportando dichas moléculas de vuelta al torrente sanguineo; sin
embargo, esto presenta un desafio farmacocinético significativo para los farmacos

cuyos objetivos de accién se encuentran en el cerebro.193

Las bombas de eflujo mas importantes también son conocidas como
proteinas de resistencia a multiples farmacos (MDR por sus siglas en inglés) debido
a la disminucion de las concentraciones del farmaco en el lugar de destino, y son la
glicoproteina P (P-gp), la proteina relacionada con el caAncer de mama (BCRP) y

varias otras proteinas relacionadas con la resistencia a multiples farmacos.04

P-gp y BCRP se expresan en la membrana apical de las células endoteliales
capilares cerebrales que componen la barrera hematoencefalica. Como resultado,
los sustratos de P-gp o BCRP que intentan cruzar la barrera hematoencefélica se

bombean activamente de nuevo a la sangre, evitando asi el acceso al cerebro. Por
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lo tanto, P-gp y BCRP juegan un papel vital en la limitacidén de la exposicion cerebral
a sus sustratos y, por lo tanto, contribuyen sustancialmente a la proteccion del

cerebro contra los xenobidticos.193

Debido a su afinidad por una amplia gama de farmacos clinicamente
relevantes y su expresion ubicua en multiples érganos y tejidos, los transportadores
de farmacos de eflujo desempefian un papel integral en la mediacion de la
absorcién, distribucion, eliminacion hepética y excrecién renal de farmacos. La
glicoproteina P (P-gp), es un transportador del tipo ABC que se expresa en el
epitelio de numerosos tejidos, incluyendo el intestino, el higado, el rifién, la barrera
hematoencefélica, los testiculos, la placenta y los pulmones. En general, la
expresion de P-gp en las barreras del tejido sanguineo sirve para restringir la

entrada de xenobidticos en el tejido con el fin de proteger contra la toxicidad.1%3

P-gp a menudo se describe como un "transportador promiscuo” debido a su
gran diversidad de sustratos. Se han identificado mas de 300 compuestos como
sustratos potenciales de P-gp muchos de los cuales son medicamentos
ampliamente utilizados, incluidos una variedad de agentes citotdxicos
anticancerigenos, antiinfecciosos, inhibidores de la proteasa antirretroviral y
medicamentos cardiovasculares. Estos sustratos son generalmente grandes,
hidréfobos, anfipaticos y cargados positivamente a pH fisiolégico; sin embargo,

estos criterios no tienen en cuenta todos los sustratos de P-gp.1%

Este enfoque se basa en el hecho de que algunos reactivadores de oxima
pueden ser sustratos de glicoproteina P (P-gp). P-gp al ser un transportador de
eflujo activo, que se encuentra en la membrana luminal de las células endoteliales
es susceptible a inhibirse y esto puede representar otro enfoque para aumentar el
nivel de distribucion cerebral de las oximas. Un estudio de inhibicion de P-gp en
ratas que usaron tariquidar, un inhibidor no competitivo de P-gp, resulto en el doble
del nivel de HI-6 en el cerebro después de una hora en comparacion con las ratas
control. Curiosamente, el nivel plasmatico de HI-6 se mantuvo igual en ambos
grupos. Ademas, la AChE inhibida por soman mostré el doble de actividad en el
cerebro de las ratas administradas con tariquidar y una combinacion de HI-6 y

atropina en comparacion con las ratas administradas solo con HI-6 y atropina. Sin
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embargo, no esta claro si el efecto sobre el SNC en presencia de tariquidar fue el
resultado de un aumento en el efecto de la atropina (la cual es sustrato de P-gp) o
HI-6, o una combinacion de ambos. También hay que mencionar que no todos los
reactivadores son sustratos de P-gp. Un estudio que reviso la penetracion de 2-PAM
a través de células de riidn canino Madin-Darby (MDCKII) y células endoteliales
microvasculares cerebrales humanas derivadas de células madre (BC1-hBMEC)
que expresan P-gp, afirmd que 2-PAM no es un sustrato de P-gp. Por lo tanto, se
puede inferir que la aplicacion conjunta de 2-PAM con tariquidar no tendra ningin

efecto sobre la recuperacion de AChE cerebral.%°

Para la oxima zwitterionica RS194B, el piridinio catiénico de su estructura,
asi como las oximas zwitterionicas estan sujetos al transporte de eflujo desde la
célula endotelial capilar del cerebro y con ello se da la rapida eliminacion del cuerpo
de este compuesto, Figura 29. Estas moléculas transportadoras que fungen como
bombas de eflujo, localizadas en el endotelio capilar del SNC pueden controlar
criticamente las concentraciones de este compuesto en los tejidos diana del SNC.
Recientemente se ha establecido el involucramiento de la P-gp en la regulacion de
las concentraciones en el SNC para RS194B mediante dos ensayos

independientes:

e La inhibicion de P-gp utilizando un inhibidor de referencia como Tariquidar
(TQD)

e La administracion de RS194B y su cuantificacion en SNC en especies de

ratones con delecion de los genes que expresan P-gp (Knockout).

Q\/\N/\\\% o

Figura 27. Estructura quimica de la oxima RS194B.
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Figura 28. Estrategia para incrementar la concentracion de la la oxima reactivadora
de AChE RS194B en SNC y circulatorio. Adaptado de Ref.105

La oxima RS194B ingresa al cerebro desde el capilar por difusién pasiva de
sus especies neutras a través de la membrana endotelial capilar, donde se expulsa
a través de la extrusion por transportadores endoteliales capilares en el SNC, lo que
sirve para reducir las concentraciones cerebrales.%¢ Por lo tanto, administrar
inhibidores de P-gp como TQD para competir con RS194B o eliminar los genes que
codifican el P-gp disminuye la extrusion de RS194B y mejora sus concentraciones
de SNC (cerebro), Figura 30.1%°

En ambos ensayos, Tariquidar ha demostrado tener éxito en el tratamiento
conjunto con atropina y oxima RS194B para ratones expuestos a OP como sarin y

etilparaoxén. Se observa que el uso concomitante de un inhibidor de P-gp como lo
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es TQD, mejora y prolonga las concentraciones sanguineas y tisulares diana (SNC)
del reactivador zwitteriénico RS194B, por lo que se infiere que la administracién de
inhibidores de la P-gp puede aumentar la eficacia del antidoto y reducir las dosis y

la frecuencia de dosificacion de este.10°

10.5 Vias alternativas de administracion de las oximas.

En los dltimos afios, se han desarrollado nuevas vias alternativas de administracion
de las oximas, que han mejorado la eficacia y la seguridad del tratamiento. Estas
alternativas de administracion incluyen la administracion intranasal y la aplicaciéon
topica. Estas vias tienen la ventaja de ser menos invasivas y mas convenientes que

la aplicacion intramuscular e intravenosa tradicionales.

La importancia de estas vias alternativas radica en la mejora de la eficacia y
la rapidez de la administracion de las oximas en situaciones de emergencia, como
en casos de envenenamiento por agentes nerviosos. La administracion intranasal
permite una absorcion mas rapida y una distribucion méas efectiva del agente
terapéutico en todo el cuerpo, lo que aumenta su eficacia en el tratamiento de la
intoxicacion. La administracion tépica reduce el riesgo de efectos secundarios
sistémicos y permite una aplicacion localizada del medicamento en el sitio de la
exposicion. Ademas, la administracion intranasal y la aplicacion tépica pueden ser
utilizadas como medidas preventivas en situaciones de exposiciobn a agentes

nerviosos, proporcionando una proteccién inmediata.1%’

10.5.1 Administracién de oximas reactivadoras de AChE via intranasal.

La via intranasal luce como otro método de administracion aceptable y prometedor
para las oximas. A través de esta via los farmacos pueden ser absorbidos desde la
cavidad nasal por la mucosa olfativa (que representa aproximadamente el 5-10%
de la superficie de la cavidad) y llegar directamente al cerebro a través de las células

o nervios del epitelio olfativo. También los farmacos pueden ser absorbidos por la
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mucosa respiratoria, transitar por la circulacion sistémica y luego ser distribuidos al

cerebro a través de la Barrera Hematoencefalica.1%4

Los requisitos de las propiedades fisicoquimicas de los farmacos con buena
biodisponibilidad nasal son cualitativamente similares a los de los farmacos que
penetran a través de la Barrera Hematoencefalica, a su vez que podrian aplicarse
potenciadores de la permeacion u otras estrategias para mejorar adicionalmente la
biodisponibilidad.%*

Es importante mencionar que una gran ventaja de la via Intranasal es la
facilidad que tiene para una autoadministracién y su poca invasividad. Ademas,
estudios comparativos han demostrado que el inicio de la accién tras la aplicacién

Intranasal es comparable al de la inyeccion intramuscular.%4

10.5.2 Locion reactiva para descontaminacion de piel (Reactive Skin

Decontamination Lotion, RSDL®)

Para que el tratamiento sea eficaz, la superficie expuesta al OP debe
descontaminarse por via topica, ya que esta superficie sirve de depdsito para una
absorcion prolongada del OP vy, por tanto, para una toxicidad sostenida. Para ello
se han desarrollado diversos tipos de materiales, kits y estrategias para la
descontaminacién de la piel. De todos ellos, el kit de locién de descontaminacion
cutanea reactiva (RSDL® por sus siglas en inglés) ha demostrado ser el método

mas eficaz para la descontaminacién de OP en modelos animales.10®

10.5.2.1 ;Qué es un RSDL®?

RSDL® es un dispositivo médico de descontaminacién de la piel contra agentes
qguimicos de guerra autorizado por la FDA por Health Canada y el Ministerio de
Salud de Israel. También sido autorizado para su uso como producto terapéutico
por la Administracion Australiana. El kit RSDL® fue desarrollado por el Ministerio de
Investigacion y Desarrollo Canadiense como un sistema de descontaminacion de la

piel que contiene una esponja impregnada de una locién que contiene la formulacién
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del Dekon-139, utilizada para la descontaminaciéon de CWA en la superficie de la
piel. Diversos estudios in vivo e in vitro demuestran su seguridad y eficacia para
eliminar y neutralizar rpidamente un amplio espectro de CWA tradicionales como:

tabun, sarin, soman, ciclosarin, VR, VX, gas mostaza y toxina T-2.199

10.5.2.2 Composiciéon de RSDL®.

El kit RSDL® contiene una locion viscosa de color ambar de baja volatilidad
impregnada en una esponja no reactiva. El componente de la locién del kit Dekon-
19 consta de la sal nucledfila, monooximato de 2,3-butanodiona de potasio (KDAM)
en concentracion 1.25 M y su oxima correspondiente, la monooxima de 2,3-
butanodiona (DAM) (0.58% m/m) un &cido débil con un pKa de 9.34 que funge como
buffer y éter corona C-18 (en la misma proporcion de KDAM), todos disueltos en un
disolvente semiacuoso que contiene en su gran mayoria (90-98%) éter

monometilico de polietilenglicol (MPEG), ver Figura 33 (A).1%9

Es importante comprender la estequiometria completa de la reaccion entre el
compuesto nucleofilico (KDAM) y el agente quimico a neutralizar para garantizar un
uso 6ptimo de la formulacién. En el caso de KDAM, los agentes G (por ejemplo,
tabun, sarin, soman) requieren menos de cuatro veces la proporcién molar de este,
mientras que VX requiere una 10 veces menor a KDAM para lograr una
neutralizacion cuantitativa. Algunos estudios independientes han reportado la tasa
de accion de esta locion en fase liquida y mostraron que la reaccién con los agentes

G fue rapida y la vida media se estim6 en el orden de 20 a 22 segundos.%9

La esponja del sistema RSDL® tiene espacios abiertos que contienen la
locion impregnada; la esponja se frota sobre la piel permitiendo que se extienda la
formulacién sobre la zona expuesta al CWA. EI CWA es parcialmente removido
fisicamente por la esponja y reacciona con la locion, se mezcla en el proceso, y es
absorbido de nuevo por las celdas de la esponja, dentro de las cuales se produce
la mayor parte de la inactivacion. La esponja impregnada de locion viene envasada

en una bolsa individual y de un solo uso, Figura 31.1%°
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Figura 29. Version comercializada del Kit RSDL® sin (azul) y con (verde) la locion
Dekon-139. Recuperado de la Ref. 110

F

Figura 30. Ejemplo del modo de uso del kit RSDL® en la piel. Recuperado de la
Ref. 111

Mientras que el componente de la locion, KDAM, es responsable de la
neutralizacion de los CWA, en el uso real para la descontaminacién de la piel, la
esponja proporciona el modo de accion de descontaminacién primario, ya que
elimina los contaminantes de la piel, secuestrandolos mientras que al mismo tiempo
mezcla los contaminantes con la locidn en las entradas de la esponja forzandolos a
un contacto cercano, y fomentando la reaccion nucleofilica, Figura 32. La
combinacion de eliminacién fisica y la inactivacion derivan en un sistema eficaz para
la descontaminacion de la piel tras la exposicion a CWA o compuestos como OP y

carbamatos.199



Como se menciond anteriormente, estudios realizados con aldoximas de
piridinio y acidos hidroxamicos han proporcionado varias pruebas de que la
inactivacion de los OP se produce a través de la catdlisis nucleofilica, Figura 33.198
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Figura 31. Modo general de accion de neutralizacién de las oximas KDAM y 2-PAM
contra OP y en la reactivacion de la AChE humana. Adaptado de la Ref.jError!

Marcador no definido.

10.5.2.3 Usos de RSDL®

El objetivo principal en el desarrollo del kit RSDL® fue cumplir con los requisitos de
las Fuerzas Armadas Canadienses para una respuesta efectiva contra la exposicion
de la piel a CWA. Algunos plaguicidas agricolas, como el paratién, pertenecen a la
misma familia quimica que los OP y la posibilidad de utilizar OP en equipos

terroristas es motivo de preocupacion.''? Dado que se ha demostrado que la locién
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RSDL® es un meétodo de descontaminacion eficaz para los agentes OP
tradicionales, es importante investigar la eficacia de la locibn RSDL® para pesticidas
organofosforados y toxinas relacionadas con compuestos de este tipo.10°

Por lo tanto, es concebible que el desarrollo y optimizacién de este tipo de
sistemas dérmicos pueda aplicarse al sitio de exposicion a OP y que contengan
oximas con tiempos reducidos de union a inhibidores en sus composiciones pueden
ser una alternativa muy préactica para el tratamiento de casos agudos de intoxicacién
resultante a partir del uso de estos plaguicidas, que comparten caracteristicas con
los inhibidores de la acetilcolinesterasa y agentes nerviosos. No obstante, todavia
queda un largo camino por recorrer para ejecutar la transicion de estos sistemas de
desintoxicacion de entornos de uso militar y/o de guerra a las comunidades

agricolas y sistemas locales de salud.

11. DESVENTAJAS DE LAS OXIMAS UTILIZADAS CONVENCIONALMENTE Y
ESTRATEGIAS QUIMICAS PARA EL REDISENO Y OPTIMIZACION DE ESTOS
COMPUESTOS.

A pesar de su papel central como tratamiento terapéutico, hemos visto que las
oximas utilizadas en la actualidad, las cuales incluyen a 2-PAM y obidoxima tienen
inconvenientes importantes, como una duracion de accion corta (vida media
plasmatica ~ 1-2 h) y una deficiencia en la respuesta del sistema nervioso central
(SNC) relacionada con su biodisponibilidad. Por lo tanto, ha sido fundamental
desarrollar nuevos descontaminantes de OP mas eficaces que permitan la

prevencion de toxicidades persistentes debidas a absorciones extendidas de OP.108

En las ultimas décadas se han sintetizado varios miles de compuestos con
estructura de oxima, pero sélo unas pocas y bastante antiguas (pralidoxima (2-
PAM), trimedoxima (TMB-4), obidoxima (LuH-6) y asoxima (HI-6)), Figura 34, siguen
en uso clinico activo, lo que indica que ninguna de las nuevas estructuras tiene
propiedades superiores en comparacion con las oximas descritas o bien que otros
factores como la sintesis, estabilidad o toxicidad, ha impedido la transferencia de

estos compuestos experimentales a un desarrollo avanzado. La investigacion en
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curso esta dirigida hacia tres temas principales: la busqueda de un verdadero
reactivador de amplio espectro, la identificacion de oximas con una penetracion en
la barrera hematoencefélica mas eficiente y de compuestos que sean capaces de

reactivar la butirilcolinesterasa (BChE) inhibida por OP.113

Segun las estructuras quimicas, las oximas se pueden dividir en dos grupos,
incluidas las oximas de monopiridinio y bispiridinio. La Gnica oxima de monopiridinio
que se utiliza actualmente es la pralidoxima (2-PAM). Las oximas de bispiridinio mas
eficaces son: trimedoxima (TMB-4), obidoxima (LuH-6, toxogonina) y asoxima (HI-
6). Actualmente, la pralidoxima y la obidoxima se usan clinicamente, mientras que
trimedoxima y asoxima se usan en condiciones de campo y son especificas de cada

pais.

La eleccion del tipo de oxima como tratamiento por intoxicacion con OP debe
realizarse respecto a los datos actualmente disponibles y puede depender de
factores distintos a la proteccion contra la letalidad, como el costo y la disponibilidad
de estas, asi como de sus efectos secundarios, por ejemplo, las oximas de
monopiridinio se usan principalmente contra la AChE inhibida por OP en el sistema
nervioso periférico (SNP) y no tanto en el sistema nervioso central (SNC) debido a

una penetracion limitada a través de la barrera hematoencefalica.
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Figura 32. Estructuras de las principales oximas utilizadas para tratar la intoxicacion
con OP.
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Esta limitada penetracion se debe a que oximas como la 2-PAM o la
toxogonina, tienen carga y deben reaccionar en a un medio mas lipofilico. Esto se
refleja en los valores del coeficiente de particion octanol-agua, logP, que mide la
distribucion de un compuesto entre estas dos fases en contacto: los compuestos
mas lipofilicos son mas solubles en octanol, mientras que los hidrofilicos lo son en

agua.

Hoy en dia las intoxicaciones ocasionadas por exposicion a OP y algunos
agentes nerviosos siguen manejandose con terapias basadas en el uso de
compuestos piridinio aldoximas, cuyas tasas de éxito son actualmente limitadas. El
cation piridinio dificulta la absorcion de OP en el sistema nervioso central (SNC).
Ademas, con frecuencia se une a residuos aromaticos de acetilcolinesterasa
inhibida por OP (AChE-OP) en orientaciones que no efectivas para la reactivacion
de AChE, esto aunado a la diversidad estructural de los OP impide la reactivacion
eficiente de AChE.'!* Vale la pena mencionar que el mecanismo de la fosforilacién
de las enzimas en contacto con OP resulta analogo con el de hidrdlisis (es decir, los
OP son analogos estructurales del sustrato durante el estado de transicion en la
hidrolisis) y en cada caso da como resultado un conjugado enzimatico fosforilado
estructuralmente diferente.'® Por lo tanto, ninguna oxima individual, reportada en la
literatura, es igualmente eficiente contra una variedad de OP tanto para la
reactivacion de AChE como BChE.!1¢ Las mejoras de los antidotos OP deben incluir
un acceso mucho mejor de los reactivadores de AChE al SNC y una orientacién
optimizada del nucledfilo de los antidotos dentro del cuello de botella del centro
activo de AChE.14

Hablando un poco sobre de la estructura de la oxima 2-PAM y derivadas, las
estructuras y las eficacias de reactivacion in vitro de antidotos como este basados
en nucleos de piridinio aldoxima han evolucionado durante 70 afios de investigacion
para producir bisoximas de bis-piridinio mas eficientes, como obidoxima o MMBA4.
Sin embargo, esos compuestos catidnicos son ineficaces in vivo para la reactivacion
de la AChE cerebral o para la reactivacién de la AChE en cualquier tejido cuando
se administran por via oral, debido a la incapacidad que tienen los cationes piridinio

para atravesar las membranas biol6gicas.''4
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Con relacion a la estructura de la barrera hematoencefalica debido a la
presencia de la Uniones estrechas entre células endoteliales la Unica via de
traspaso de esta barrera es el paso transcelular a través de mecanismos de difusion
pasiva o cruce mediado por transportador. La membrana fosfolipidica es permeable
para pequefias moléculas lipofilicas y gases, por lo tanto, el peso molecular y el
grado de ionizacion son factores cruciales para el cruce de la barrera. Los iones
pequefios tienen limitantes en el acceso al cerebro debido a la alta resistencia
transendotelial en el endotelio cerebral. Por lo tanto, es evidente que las moléculas
permanentemente cargadas e hidréfilas como las oximas apenas cruzan la barrera
hematoencefélica y no pueden alcanzar una concentracion terapéutica adecuada.
En los ultimos afios se ha reportado que las oximas utilizadas actualmente para
fines terapéuticos si pueden penetrar la barrera hematoencefalica, pero en una
proporcion de alrededor del 4-10% del nivel plasmatico, esto resulta insuficiente
para proteger el cerebro contra los OP tomando en cuenta las dosis administradas.

Otros estudios han reportado una permeacién ain menor, en un rango de 0-3%.%°

11.1 Modificaciones de residuos estructurales en oximas.

Para mejorar la actividad de las oximas, se han realizado modificaciones
estructurales en los residuos de estas moléculas, lo que ha permitido mejorar su
estabilidad, solubilidad, biodisponibilidad y eficacia en el tratamiento de la
intoxicaciéon por OP. Estas modificaciones pueden mejorar la capacidad de los

médicos para tratar la intoxicaciéon de manera mas efectiva y segura.
11.1.1 Disefio de estructuras de oximas sin grupos cargados o cargas netas neutras.

En la Ultima década, se ha vuelto cada vez mas claro que para una recuperacion
efectiva y completa de una intoxicacion OP, se necesita una accién antidoto tanto
en el sistema nervioso periférico (SNP) como en el sistema nervioso central (SNC).
Uno de los mecanismos para que los antidotos atraviesen las membranas biolégicas
y lleguen al sistema nervioso central (SNC) se basa en la difusion, donde esta
resulta mas efectiva para las especies moleculares sin carga que se forman por

equilibrio con especies ionizadas.**
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Los primeros estudios dentro de esta estrategia estan relacionados con las
oximas terciarias neutras MINA  (Monoisonitrosoacetona) y DAM
(Diacetiimonooxima), que cruzan muy bien la barrera hematoencefalica, pero su
potencia reactivadora es mucho menor que la de las oximas cuaternarias, Figura
35. Ademas, se ha reportado que dosis ligeramente mas altas de la oxima MINA
respecto a las administradas con las oximas habituales condujeron a toxicidad,
probablemente causada por el producto de descomposicién del cianuro de MINA.*°

0o . O\\ //N—OH
pr )X

MINA DAM

Figura 33. Estructuras de la Monoisonitrosoacetona (MINA) y de la

Diacetilmonooxima (DAM)

La estrategia de union de doble sitio se basa en la interaccion del ligando con
ambos subsitios anionicos de AChE, es decir, con el sitio aniénico periférico (PAS),
donde el llamado ligando de sitio periférico asegura el anclaje del reactivador, y con
el sitio anidnico catalitico (CAS), donde la piridinaaldoxima estd enterrada
profundamente asegurando la reactivacion. Partiendo de esta hipotesis, un estudio
informé un reactivador sin carga que consiste en feniltetrahidroisoquinolina unida a
piridinaldoxima, Figura 36. Se demostr6 una buena potencia de reactivacion en
varios estudios posteriores con AChE in vitro inhibida por tabin y VX, pero el
experimento in vivo en el modelo de ratdbn no ha confirmado los resultados
preliminares in vitro, con HI-6 reestableciendo completamente su actividad. El
enlace de la fraccion feniltetrahidroisoquinolina a la aldoxima de imidazolio mostro
una buena reactivacion en comparacion con los reactivadores estandar in vitro, pero

los datos in vivo son insuficientes. 0
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MeO

MeO

Figura 34. Estructura ejemplo de reactivador sin carga basado en la union de

feniltetrahidroisoquinolina y piridinaldoxima. Adaptado de Ref.117

Una nueva serie que sigue a las aldoximas de imidazolio, involucré analogos
de aminas terciarias zwitteridénicas. Estos compuestos zwitterionicos se basan en el
equilibrio de los estados cargados y no cargados de la molécula, con la presuncién
de que la forma no cargada podria cruzar la barrera hematoencefalica. La baja
toxicidad, la buena disponibilidad general en el SNC y la buena eficacia de
reactivacion hacen de estos compuestos algunos de los antidotos mas
prometedores.'% Sin embargo, a pesar de la buena eficacia in vitro, su potencia
solo ha sido comparable con 2-PAM. El compuesto principal de este tipo, el
RS194B, ha sido probado en macacos después de la administracion de etilparaoxén
y sarin, y ha mostrado atenuacién de los sintomas colinérgicos después de ambos

escenarios.%

Esta acetamido oxima RS194B, ver Figura 29, es un ejemplo de un antidoto
sin carga, pero ionizable con capacidad demostrada para atravesar membranas
bioldgicas, incluida la barrera hematoencefélica, y recuperar eficazmente la
actividad de AChE inhibida por OP, tanto in vitro como in vivo. Los estados de
protonacion de sus dos grupos ionizables (oxima y amina heterociclica) se
equilibrardn en un ambiente acuoso entre cuatro especies: catidnica, anidnica,
zwitteridnica y sin carga. A pH fisioldgico, su abundancia relativa se calcula como
93% cationica, 0.51% zwitterionica, 6.4% sin carga y una fraccion insignificante en
la forma anidnica. La buena penetracion barrera hematoencefalica de RS194B y su

alta biodisponibilidad sugieren que incluso el 6,4% de las especies no cargadas, con
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un reequilibrio rapido y constante, puede ser suficiente para una difusion eficiente a
través de las membranas biologicas, Figura 37.

A) Catidnica (93%) Zwitterion (0.51%)

- H+

P 0@-; f@

(0]
+ H \N

Sin carga (6.4%) Anidnica (0.04%)

N/OH

B) Cationica (75%) Oy Zwitterion 1 (3.0%) C)>J/N/OH
N4>]/ - H N/
~OE RS
e

HO\NWN\/\N/\ :MN‘OH_‘ HO\NWN “ OVN/O_
! —/ — 7 \,)ON ///N
Sin carga (21%) Zwitterion 2 (0.70%)
Figura 35. Equilibrios de ionizacion y porcentaje de abundancia de las formas

ionizadas a pH 7.4, (A) para la monoxima RS194B y (B) para la bisoxima LG-703 (4
de las 16 formas mas abundantes). Adaptado de la Ref.114

La reactivacion de AChE inhibida por OP (AChE-OP), se basa principalmente
en el pequefio porcentaje de RS194B en la forma zwitteridnica que combina un
centro cationico critico para la union de AChE con un oximato anionico que puede
iniciar un ataque nucleofilico. La cinética de la reactivacién de RS194B reveld una

afinidad relativamente débil por la unién productiva de esta monoxima a AChE-OP.
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Esto podria ser una consecuencia de la competencia entre sus formas zwitteriénicas
menos abundantes y reactivas con las abundantes y mucho menos reactivas, pero
también debido a una orientacion no productiva del zwitterion RS194B cuando se
une al conjugado AChE-OP. Aumentar la fraccion de zwitteribn o mejorar la unién a
AChE-OP en una orientacion efectiva lleva a una mayor eficacia del compuesto, ver
Figura 38. Una modificacion apropiada de la estructura molecular del antidoto tiene

el potencial de mejorar ambas propiedades.

Multiples estudios han comparado grupos de reactivadores cuaternarios
estandar y representantes de los no cargados in vitro. Se ha sugerido que el
aumento de la lipofilia puede ser deseable para la penetracion del SNC, pero se
mantiene sujeta a la capacidad de reactivacion, la toxicidad y los problemas con la
administracion parenteral in vivo debido a la disminucién de la solubilidad en medios
acuosos, ver Tabla 9. Una mayor afinidad de los reactivadores sin carga también
puede ser perjudicial en términos de inhibicién inversa por parte de los propios
reactivadores.'%2 Una mayor afinidad con AChE es aceptable solo en el caso de un

efecto de reactivacion superior, que no se ha observado en ninguiin estudio.®®

¢ a8 - .
<@ - D
H * H \),'Q |
NN NN + o )
Hou/’\\g W 37/‘\»40' 2 /
Y J
oxime (LG-703) N ’_/,//
ky |1k
A n R - - R
A ~ \ > -
N N - NS N A
H + HO. | 2 H /N ~P-0- \
NN NN Oy ¥ | NN NN of |
Hon”\“; W\ ;"/‘\No’qb HON/\(O W ;ﬂ/\uo 2 /
Y J Y / /

Figura 36. Mecanismo general de reactivacion de hAChE con VX: formacion del
complejo VX-AChE vy liberacion de la Ser-203 por la oxima LG-703. Adaptado de la
Ref.114
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Tabla 9. Estructuras de bisoximas disefiadas a partir de RS194B y sus respectivos
valores de log P para sus especies neutras y valores para oximas de uso comdn
(DAM, MINA, 2-PAM, Obidoxima (LuH-6), etc.). Adaptado de la Ref.114

Oxima Estructura quimica log P

neutral

RS194B 0.58
o/
o

LG-703 y—OH -1.44

LG-804 HO OH -1.45

LG-700 o -0.55
HO\N = N\/\N/\ HN = N\o H

LG-823 0 -0.52
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Oxima Estructura quimica

LG-750 H

o\>///z/o
D
o
g
/

LG-829 H

Q 0
\ \
N\ /N\OH
HN
/ N/\/\’\Q\)
] H
LG-747 0
v
_\:N
HO\ /_/—N N \OH
N_
_\_N
o// "
DAM o) N—OH
MINA 0
J
2-PAM
AN
| R WALR
Iil OH
LuH-6

log P

neutral

-1.42

-1.29

-1.16

0.4

0.4

1.0

11
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11.1.2 Modificaciones de residuos estructurales en oximas reactivadoras de AChE

para incrementar su lipofilia.

Aumentar la lipofilia de un compuesto es otra ruta posible para mejorar la
penetracion en el cerebro. La sintesis de analogos de 2-PAM con una cadena mas
larga en el nitrégeno cargado en lugar de metilo para mejorar la lipofilia condujo a
compuestos con una penetracion mejorada a través de la barrera hematoencefalica.
Se determind una relacion de penetracion del 30% mediante microdialisis in vivo en
ratas, pero la eficacia de reactivacion de AChE fue dos veces menor que la de 2-
PAM original, y la utilidad de estos compuestos se vio limitada aln mas por su

toxicidad significativa.®

La incorporacién de un atomo de fldor en el anillo heterociclico de oximas de
piridinio ha mostrado un aumento de la lipofilia y una mejor penetracion a través de
la barrera hematoencefalica. Las mediciones de permeabilidad de membrana
utilizando el método de ensayo de permeabilidad de membrana artificial paralela
(PAMPA) mostraron que la permeabilidad se correlaciona positivamente con el
namero de atomos de flaor. El valor de log P para la oxima bisfluorada (-6.2) fue
mejor que para la oxima monofluorada (-6.7), y ambos valores fueron mejores que

para los estandares propranolol (-5.1) y warfarina (-6.0), Figura 39.%

¢! Cﬁ A
\/ ~

(0]
1 Derivado de obidoxima bifluorado

HO
NN~ | % ?H “ Warfarina
S EANENGZANN N

Propranolol

2 Derivado de obidoxima monofluorado

Figura 37. Estructuras quimicas de un derivado de obidoxima bifluorado y otro

monofluorado, en comparacion con Propranolol y Warfarina. Adaptado de la Ref.90
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La eficacia de los analogos fluorados de la oxima K203 para reactivar la
AChE inhibida por tabun se compar6 con la de la oxima K203, un reactivador
estructuralmente adecuado para reestablecer la actividad de AChE después de la
exposicion a taban, Figura 40. K203 posee una penetracion deficiente en el cerebro,
mientras que se estimd que su analogo fluorado tendria una mayor biodisponibilidad
cerebral y, por lo tanto, un perfil de reactivacion mejorado. Desafortunadamente, ni
la penetracion de la barrera hematoencefalica ni la eficacia de reactivacion fueron

mejores que para K203.%0

K203 KR-22836

Figura 38. Estructuras Quimicas de la Oxima K203 y de su derivado monofluorado
KR-22836.

Algunos otros estudios han descrito otros analogos lipofilicos de
reactivadores basados en oximas, como las oximas de fenoxialquil piridinio, que
tienen un mejor potencial de reactivacion en el SNC.1!8 Las pruebas in vivo en ratas
después de la administracién de sustitutos de sarin y VX mostraron una mayor
reduccién en las convulsiones en comparacion con 2-PAM. Sin embargo, en
general, el aumento de la lipofilia de las oximas reactivadoras y con ello la mejora
de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica van de la mano con un mayor

riesgo de neurotoxicidad y poca solubilidad.®®

11.1.3 Modificaciones de residuos estructurales en piridinio aldoximas y acidos

hidroxamicos

En general, se han desarrollado y probado diversos tipos de oximas derivadas de
modificaciones de residuos de a-nucleofilos como piridinio aldoxima (PAM) y &cido
hidroxamico (HA) que ofrecen beneficios sustanciales como eliminadores de OP en

funcidén de sus desempefios con base en su estructura-reactividad, su mecanismo
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catalitico de inactivacion de OP y su potente eficacia demostrada para la

descontaminacion de etil-paraoxon (POX) en el modelo de piel porcino.'%® Estos
resultados respaldan fuertemente su potencial de desarrollo como descontaminante
toépico de OP. Como un enfoque para prevenir la posible absorcion percutanea
asociada con moléculas lipofilicas de a-nucledfilos o de tamafio pequefio como lo
es el componente neutro diacetil monoxima (DAM) contenido en Dekon-139 en
RSDL®, estos nucleos de compuestos a-nucledfilos se han conjugado con diversos
residuos ® que constan de un espaciador terminado con un grupo polar o cargado,

como lo es un carboxilato, alcohol o amina primaria, Tabla 10 y Tabla11.1%°

Tabla 10. Compuestos con nucleos de piridinio aldoxima (PAM) modificados con
uniodn a residuos polares o cargados y sus valores de pKa y logP. Adaptado de la
Ref.119

2-PAM 3-PAM 4-PAM

pK.=T775 pKa= 9. Nucleos distintos a

2
= N (\ 4 piridinio (neutros)
N D~ _OH R ZNy o
oz |3 ke | pKa= 8.3 OH
~ L - HO . _OH

Residuo Modificado (R) Nucleo de Oxima

N =
COOH Ternnnag:;a‘:'adm' N\?f Ni I Hoocm\ o
X 2-, 3-y 4-PAM HO
X=CloF
Compuesto Nucleo de Oxima Residuo modificado pKa (oxima) log P
(Oxime core) (Scaffold R) calculado

Dekon 139 DAM — 9.32 0.3

2-PAM 2-PAM HsC — 7.75 0.9
2 3-PAM HO2CCH2— 9.2 -6.783
3 3-PAM HO2C(CHaz)2— 9.2 -6.287
4 3-PAM HO(CH2)— 9.2 -3.509
9 4-PAM (3-Cl) HO2C(CH2)2— 8.3 -6.287
10 4-PAM (3-Cl) HO(CH2)— 8.3 -3.509
11 4-PAM (3-F) HO>CCHz— 7.9 -6.721
12 4-PAM (3-F) HO2C(CH2)— 8.0 -6.546
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13

Distinto a piridinio

(Non Pyridinium)

HO-

10.8

1.830

Tabla 11. Compuestos con nucleos de acidos hidroxamicos (HA) modificados con

residuos polares o cargados y sus valores de pKa y logP. Adaptado de la Ref.119

] - Acido Hidroxamico (HA) Q NEH
Residuo Modificado (R) nuclea
[0)] _ prsenane I
pia=9.3  Terminzdor = Separador—N
,J-LN,OH

H N‘H

O OH
HA monomérico . )
HA dimerico
Compuest Nucleo de Oxima Residuo modificado pKaHa) logP
o] (Oxime core) (Scaffold R) calculado
15 Acido hidroxamico (HA) HO2CCH 2 - 8.4 -0.811
16 Acido hidroxamico (HA) HO2C (CH2)2— 9.1 -0.711
17 Acido hidroxamico (HA) HO2C (CH2)3— 9.3 -0.436
18 Acido hidroxamico (HA) HO 2 CCH 2 NHCH 2 — 6.8 -3.871
19 Acido hidroxamico (HA) HO 2 CCH 2 N (CH 3) 6.8 -3.115
CH2-

24 Acido hidroxamico (HA) HN (CH3) CH 2 - 10.1 -1.857
25 Acido hidroxamico (HA) HO (CH 2) 5 — 9.3 -1.701
26 Acido hidroxamico (HA) H 2 NCH (CH 2 OH) - 9.0 -2.928
28 Dimero de HA HO2CCH2— 8.8 -3.580

29 Dimero HA HO (CH2) 2— 8.8 -2.12

Estos compuestos en general han demostrado mediante su empleo en
ensayos in vitro beneficios sustanciales actuando como descontaminantes de OP
en funcién de sus tendencias de estructura-reactividad, su mecanismo catalitico de
inactivacion de OP y su potente eficacia demostrada para la descontaminacion de
POX en el modelo de piel porcina, mejorando su tamafo molecular, hidrofilicidad,
estabilidad a valores menores de pH y eficacia en la hidrélisis de OP con respecto
a Dekon-139.
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Asimismo, se ha planteado que los conjugados de oxima/HA-polimero
pueden ser muy ventajosos en aplicaciones topicas, ya que proporcionan una via
excelente para reducir aiun mas la permeacion y facilitar la duracién prolongada de

accion a través de la farmacocinética de polimeros.t*®

11.1.4 Estrategias en el disefio de compuestos reactivadores de AChE en el estado

envejecido.

El estado envejecido de AChE es una forma termodinamicamente estable, y la
reactivacion de la AChE en este estado de enevejecimiento (resurreccion) presenta
algunas dificultades para superar los cambios conformacionales y las redes de
enlaces de hidrogeno dentro del sitio activo de AChE envejecido. Se sefiala que el
estado envejecido de la enzima establece cuatro puentes de hidrégeno con el
residuo envejecido, uno entre el oxianion fosforilado y el residuo de histidina de la
triada catalitica y tres enlaces de hidrégeno adicionales con el agujero de oxianion,
Figura 41.47

Mulples autores han establecido que la barrera de energia significativa para
la sustitucién nucleofilica entre las oximas y la AChE envejecida se debe a la fuerte
interaccion 1T-1 entre Trp86 y los sustratos de piridinio. Asi mismo se han propuesto
algunas soluciones para superar esta barrera energética, como introducir un
sustituyente como enlace entre el piridinio y el electréfilo, aumentar el tamafio y la
reactividad del a&tomo a S o Se, o aumentar el tamafio del anillo aromatico para
inducir efectos estéricos para alejar el compuesto de Trp86, o aumentar la
electrofilicidad del grupo metilo en las oximas derivadas de metilpiridinio, a traves
de la sustitucion. Esto sugiere una razon adicional por la cual las oximas han
encontrado un uso limitado en la reactivacion de AChE envejecido, que la mayoria

contienen piridinio en sus estructuras.4’
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Figura 39. Sitio activo de AChE envejecida con un OP del tipo fosfonato de Torpedo
californica. Las lineas discontinuas muestran las interacciones de puente de
hidrogeno del monoanion fosfonilo en el sitio del oxianion (Gly118, Gly119, Ala201)
y con His440. Los colores de los atomos son: C-verde, N-azul, O-rojo y P-

anaranjado. Recuperado de la Ref. 120

Por lo tanto, un reactivador exitoso de AChE envejecida tiene que unirse para
interrumpir esta red de puentes de hidrbgeno o para causar cambios
conformacionales significativos dentro del sitio activo, reduciendo asi la fuerza del
puente de hidrégeno para permitir la reactividad del oxianion fosforilado, al tiempo
que facilita el estado de transicion deseado para una realquilacién electrofilica de la
AChE envejecida, lo que puede proporcionar una ruta para revertir el

envejecimiento.4’

El reciente descubrimiento de nuevos nucledfilos no pertenecientes al grupo
de oximas presenta marcos quimicos completamente nuevos para crear una mejora
en el estandar de atencion. Uno de los compuestos que se ha desarrollado y
probado en los ultimos afios para estos fines es el C8 (2-(pirrolidina-1-ilmetil)
piridina-3-ol) perteneciente a los compuestos denominados bases de Mannich y que

es derivado de precursores de metido-quinona (QMPs por sus siglas en inglés),

Figura 42.12!
—
OH

Figura 40. Compuesto C8, 2-(pirrolidina-1-ilmetil) piridina-3-ol.
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Una ventaja clave de este tipo de compuestos es que abordan el problema
adicional del envejecimiento, ya que se ha demostrado que recuperan pequefias
cantidades de actividad del AChE envejecida.!?? Las bases de Mannich son B-
aminoalcoholes aromaticos, de los cuales se ha reportado que interrumpen esta red
de puentes de Hidrégeno en el estado envejecido de AChE. La orientacion muy
especifica de los donantes y aceptores de puentes de hidrégeno puede explicar la
alta afinidad por el sitio activo de AChE y la r4pida tasa de reactivacion, ademas de
la capacidad de reestablecer el residuo anionico de Ser203 de AChE envejecida,
Figura 43.%7

Después de casi 70 afios de esfuerzo, se ha logrado recuperar la actividad
de la forma envejecida de AChE, dicha reactivacion se ha demostrado después del
envejecimiento ocasionado por pesticidas organofosforados y por agentes
nerviosos organofosfonados. Sin embargo, queda trabajo por hacer para crear un

farmaco terapéutico con toda la actividad, eficacia y selectividad deseadas.*’
) - Oxima (2P AM)

— < o H

Ealel \x. X > o—H

=0

R

Enzima "envejecida”

Enzima "re-alquilada™
CB ampP

Figura 41. Esquema de reactivacion de AChE envejecida con ayuda del compuesto
C8. Adaptado de la Ref.121
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12. DISCUSION

Dado lo expuesto en los parrafos anteriores, resulta importante desarrollar sistemas
basados en oximas como una estrategia importante y estudiada para tratar la
intoxicacion ocasionada por OP dado que la exposicion a estos agentes tOxicos
sigue resultando un tema vigente de preocupacion en el sector salud y en la
seguridad de la poblacion a nivel internacional, ya sea por contacto con los
crecientes medios agricolas o bajo la existencia de un riesgo latente de exposicion
en temas relacionados al terrorismo y la guerra, dos fines para los cuales

desafortunadamente siguen siendo empleados estos compuestos.

A través de una revisidn en bases de datos publicas como la Biblioteca
Nacional de Medicina de los Estados Unidos,'?? se han analizado diversos estudios
clinicos relacionados con la administracién de sistemas basados en oximas para
tratar las intoxicaciones con OP. Los resultados de esta revision resaltan la
necesidad de realizar més investigaciones en la fase preclinica para el uso de este
tipo de sistemas. En el andlisis de los estudios encontrados, solamente se
observaron investigaciones relacionadas con el uso de sistemas basados en la
oxima MMB4 DMS y la 2-PAM, en la fase preclinica y en las fases | y Il clinicas. Sin
embargo, desde esta base de datos no es posible acceder a los resultados
completos como ensayos clinicos formales para dichos estudios, faltando tanto el
tratamiento que se hizo de los datos como las conclusiones derivadas del estudio.
Esto evidencia una brecha de conocimiento en cuanto a la eficacia y seguridad de

este sistema en etapas mas avanzadas de la investigacion clinica.

En contraste, y en relacion con otros compuestos utilizados de forma
complementaria para el tratamiento de intoxicaciones por OP, los estudios
identificados se centraron en la fase | clinica de compuestos antagonistas
muscarinicos ampliamente conocidos en el campo, como atropina y escopolamina.
Estos estudios se enfocaron en mejorar la determinacién de la dosis terapéutica
adecuada y comparar las distintas vias de administracion disponibles para el

tratamiento de intoxicacion por OP.
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Ademas, algunos estudios de fase | también exploraron el uso de
bioeliminadores, como el PRX-105, una version recombinante de la enzima AChE
que se une a los OP por afinidad y promueve su eliminacion del organismo. Estos
enfoques buscan desarrollar terapias mas efectivas y mejoradas para el tratamiento

de intoxicaciones por OP.

Dado que la efectividad de las oximas puede verse comprometida por la falta
de disponibilidad de estos farmacos en algunas areas, asi como por la resistencia
que algunos plaguicidas han desarrollado a lo largo del tiempo resulta crucial
fomentar la investigacion sobre el desarrollo de nuevas terapias basadas en oximas
para el tratamiento de intoxicaciones por OP, sobre todo en México, puesto que
resulta esencial para mejorar la atencion médica y la prevencion de estas
intoxicaciones en el pais, las cuales se han ido incrementando de forma exponencial

en relacion a la demanda de produccién agricola de la region.

El desarrollo de nuevas terapias basadas en oximas podria mejorar
significativamente la capacidad de los médicos y profesionales de la salud para
tratar las intoxicaciones por OP en México. Esto podria ayudar a reducir el nimero

de muertes y enfermedades relacionadas con el uso de OP en el pais y en el mundo.

Existen diversas estrategias farmacéuticas que pueden mejorar la
biodisponibilidad de los agentes terapéuticos basados en oxima y permitir que estos
lleguen al sistema nervioso central para revertir los efectos toxicos de los OP, tales
como: la formulacién de nanoparticulas, la utilizacién de sistemas de liberacion
controlada y la modificacion quimica de las oximas. Estas estrategias son de gran
importancia en el tratamiento de la intoxicaciébn por agentes nerviosos y pueden
mejorar la eficacia terapéutica de las oximas. A pesar de la diversidad de estrategias
para optimizar el uso de estos agentes el desarrollo de sistemas farmacéuticos con
compuestos basados en oxima para tratar intoxicaciones por OP es un area de
investigacion activa. Las formulaciones de liberacion controlada, los sistemas de
administracion transdérmica y la nanotecnologia son algunas de las estrategias que
se estan investigando para mejorar la eficacia terapéutica de los compuestos

basados en oxima en el tratamiento de la intoxicacion por OP.
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Los agentes basados en oxima que catalizan la hidrdlisis de los OP podrian
disefiarse utilizando principios similares a los utilizados en el disefio de agentes
terapéuticos basados en oxima para tratar la intoxicacion por OP. Es decir, estos
agentes deberian tener grupos funcionales de oxima que sean capaces de reactivar
las enzimas colinesterasas y que también sean capaces de catalizar la hidrolisis de
los OP.

El incorporar otros grupos funcionales durante el disefio del agente basado
en oxima para mejorar la afinidad por los OP y la velocidad de hidrdlisis de estos
compuestos, como lo es la coordinacién con metales como Zn resulta una estrategia
prometedora no solo para mejorar la catdlisis de la hidrdlisis de los OP, sino también
para revertir el efecto inhibitorio que tienen los OP en AChE y posiblemente en otras
serina esterasas como BChE y NTE, y junto con alguna de las diversas estrategias
para el disefio, mejorar de forma sustancial los agentes terapéuticos utilizados para
tratar este tipo de intoxicaciones de forma expedita.

Una vez disefiados, los agentes basados en oxima que catalicen la hidrdlisis
de los OP podrian utilizarse en aplicaciones ambientales, como la limpieza de sitios
contaminados con OP. Estos agentes también podrian ser utilizados en
aplicaciones industriales, como la degradacion de OP utilizados en procesos
quimicos, o mejor aun, podrian atender una necesidad persistente para degradar
toneladas de agentes quimicos de guerra organofosforados que adn contindan
resguardados en varios paises o bajo la posesion de grupos terroristas, que siguen
siendo utilizados con fines bélicos y que representan un riesgo latente para la

seguridad de la poblacién a nivel mundial.

La intoxicacion por OP es un problema de salud publica a nivel mundial, pero
hay diferencias significativas en la cantidad de proyectos de investigacion y
publicaciones cientificas que tratan sobre terapias para esta afeccion entre México
y el resto del mundo. A pesar de que México es uno de los paises con mayor uso
de plaguicidas a nivel mundial, lo que ha llevado a que la intoxicacion por estos
productos resulte un problema de salud publica relevante no se ha tenido el impulso

suficiente para el desarrollo de proyectos de investigacion y estudios cientificos que
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busquen desarrollar, mejorar o siquiera percibir sistemas para tratar la intoxicacion

por OP, algo que resulta como una asignatura pendiente hoy en dia.

La regulacion sanitaria en México necesita fomentar el uso, desarrollo y
mejora de tratamientos contra la intoxicacion por OP para disminuir y prevenir los
casos de intoxicacion en las regiones agricolas del pais. La exposicion a estos
plaguicidas es un riesgo grave para la salud humana y la regulacion debe ser mas
estricta para garantizar la seguridad de los trabajadores agricolas y las
comunidades cercanas a los campos de cultivo. También debe garantizarse que los
trabajadores agricolas reciban capacitacion adecuada sobre los riesgos asociados
con el uso de plaguicidas y los protocolos de seguridad para minimizar la exposicion.
Ademas, es necesario establecer medidas para monitorear la exposicion y registrar
los casos de exposicidn, asi como para asegurar que los trabajadores agricolas
tengan acceso a atencion médica de calidad en caso de intoxicacion.

Asi mismo sabiendo que los OP pueden contaminar el suelo y el agua, lo que
puede tener consecuencias graves para la salud humana y la biodiversidad, estos
productos quimicos también pueden afectar a los organismos presentes en un sitio
de cultivo, como los polinizadores, los depredadores naturales y otros animales
salvajes. Es entonces que la regulacibn ambiental mexicana también debe
incrementar los esfuerzos para fomentar el uso, desarrollo y mejora de compuestos
como pueden ser las oximas para degradar los OP persistentes y con ello tratar la
contaminacion ambiental ocasionada por el uso desmedido de estos compuestos,
con el fin de contrarrestar el efecto contaminante que se lleva a cabo desde hace
afos en estas zonas.

Tabla 12. Resumen de los usos y desventajas de las principales oximas reportadas en la

literatura. A: Deteccion de OP, B: Descontaminacion de suelo, C: Descontaminacion por
contacto, D: Tratamiento preventivo, E: Tratamiento por intoxicacion. * En estudio.

) ) Via de )
Oxima Uso Tipos de OP o » Desventajas
administracién
Malation e  Poca biodisponibilidad
o Paration Intravenosa e Baja estabilidad en
Pralidoxima AYyE o ) .
Clorpirifés Intramuscular circulacion
Diclorvos e Eficacia limitada
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Paraoxén

e Ventana terapéutica

Fention reducida (dosis)
Acefato
Dimetoato
e Poca biodisponibilidad
) e Baja estabilidad en
Sarin ) »
circulacion
o Soman Intravenosa
Obidoxima E ., e Toxicidad
Tabdn Intramuscular
¢ Interacciones con otros
VX
medicamentos
e Eficacia limitada
paraoxon
DFP
. . VX . iy .
Trimedoxima C . Intravenosa Escasa informacion pre-clinica
tabun
sarin
soman
. e Poca biodisponibilidad
Paration ] B
. , e Baja estabilidad en
Asoxima C Tabdn Intramuscular ) y
. circulacion
Sarin
e Eficacia limitada
e Escasa informacion pre-
Sarin Escasa informacion clinica
RS194B E* 3 o
Paraoxon pre-clinica e Poca afinidad por el
complejo AChE-OP
tabln o o
VX e Poca biodisponibilidad
_ ) Intravenosa e Baja estabilidad en
MMB4 MDS D*y E* Ciclosarin
i Intramuscular circulacion
Sarin
B e Eficacia no comprobada
soman
Paratién
Malation
Clorpirifos o L
e Condiciones de aplicacion
TEPP ) )
By agresivas para la piel (pH >
Fentién o
DAM CyE ) Tépica (RSDL®) 11)
Diclorvos
; e Uso limitado en
Sarin - )
) descontaminacion tépica.
Soman
VX
2a, 2b A* sarin N/A Poca informacion cientifica
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DFP
) 3 ¢ Poca solubilidad en matrices
Complejos paraoxon ) . i .
] y Escasa informacién hidrofébicas
Zinc- B*, C*y E* paration .
) pre-clinica e Interaccién con agentes
Oximato ) ]
quimicos de la matriz
Sarin ] ]
Escasa informacion . . .
LG-703 E* Soman . Escasa informacion pre-clinica
pre-clinica
VX
sarin tabun Escasa informacion ) . .
K203 E* ) Escasa informacion pre-clinica
VX pre-clinica

12.1 Aspectos fundamentales en el disefio de agentes terapéuticos efectivos en la

desintoxicacion de OP.

En lo que respecta al desarrollo de un agente ideal de oxima para revertir la

intoxicacion por OP, este debe cubrir multiples aspectos tanto farmacocinéticos

como farmacodinamicos para resultar factible.

Algunos aspectos farmacocinéticos y de administracion del posible agente

conllevan:

El estar presente en concentraciones suficientes durante un periodo de
tiempo suficiente tanto en el compartimento periférico (sinapsis
neuromusculares) como en el central (areas cerebrales colinérgicas)

Contar con una via estandar de autoadministracion para primeros auxilios o
que pueda ser administrada de forma practica por un compafiero
(Intramuscular, Intranasal, tépica)

Coadministraciéon de un inhibidor del transportador de eflujo P-gp para
prolongar sus concentraciones plasmaticas y su biodisponibilidad en el SNC.
Verificar que tenga un bajo nivel de union a proteinas plasmaticas.
Encapsulamiento en nanoparticulas, lo cual serviria para prolongar el tiempo
de circulacion y la orientacién cerebral (los reactivadores deben alcanzar sus
concentraciones efectivas en su forma libre en el liquido extracelular del

cerebro, especificamente en el sistema colinérgico que es el principal sitio
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diana), asi como la administracion de mas de un compuesto activo en

conjunto.
Algunos aspectos farmacodinamicos y de disefio quimico implican:

e Tener una amplia ventana terapéutica o concentraciones eficaces y toxicas
bien definidas.

e Estructuras no cargadas o con carga total neutra que contenga sustituyentes
afiadidos del tipo detergente fenoxialquilo, cloro y/o flior que aumenten la
lipofilia general de la molécula y que favorezcan la penetracion en la barrera
hematoencefalica.

e Estructuras con espaciadores (linkers) de cadena alifatica de entre 8C y 12C
aproximadamente, para favorecer la introduccion del residuo nucleofilico al
subsitio catalitico a través del cuello de garganta de la AChE y la interaccion
del terminador con el PAS.

e La coordinacién con metales como Zn (ll) y Cd (ll) para potenciar el efecto
nucleofilico al disminuir el pKa del grupo oxima y estabilizar el sustrato en el
estado de transicion de forma electrofilica por interaccion directa del catidon
metdlico. Lo cual aumenta la efectividad y selectividad en los procesos de
deteccion y degradacion de OP.

e La conjugacion con glucosa o galactosa puede facilitar su transporte a través
de GLUT-1. También puede mejorar la biodisponibilidad del agente, con ello

atravesar en mayor proporcion la Barrera hematoencefalica.

Tomando en cuenta los aspectos detallados anteriormente, se podrian proponer
diversos disefos estructurales de agentes terapéuticos basados en oximas para la
desintoxicacién y degradacion de OP, como lo es uno de ellos el siguiente ejemplo

de la Figura 44.
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M =2zn (Il), Cd (Il

Figura 42. Disefo estructural propuesto como posible agente terapéutico basado
en oxima para la desintoxicacion y degradacion de OP. I. Residuo de Glucosa, II.
Cadena alifatica de 8 Carbonos como espaciador, Ill. Grupo Halégeno que puede

ser Fluor o Cloro, IV. Ligando polidentado, V. Catién metalico, VI. Anion Oximato.

La estructura anterior de la Figura 44 es una de las propuestas derivada del
abanico de estrategias que pueden implementarse en el disefio y desarrollo de
agentes basados en oximas para el tratamiento de pacientes con intoxicaciones
provocadas por OP, y contempla aspectos relevantes en su estructura que pueden
coadyuvar no sélo en su absorcion y distribucion para llegar al sitio de interés
terapéutico, sino que también pueden ser planteados para mejorar su eficacia
terapéutica, tal como el apartado I, en el cual el residuo de glucosa puede ayudar a
facilitar la permeacion de la barrera hematoencefélica a través del trasporte con
GLUTL1 y en general participar en la mejora de la biodisponibilidad del agente, asi
como también puede Interactuar con el PAS al exterior del sitio activo de la AChE y
con ello mejorar el arribo al sitio catalitico y posteriormente su estabilidad al interior.
De igual forma el apartado Il de la estructura propuesta puede interactuar con los
residuos aromaticos del sitio estrecho o cuello de botella de la enzima y junto con la
longitud que este enlazador le aporta a la estructura puede mejorar de la difusién
hacia el sitio activo de la enzima a través de este sitio estrecho. Como se revisé
anteriormente la adicion de grupos alégenos como en el apartado Il de esta
propuesta pueden mejorar la lipofilia de la molécula y con ello la biodisponibilidad
de esta. La inclusion de ligantes polidentados como se sefiala en la seccion IV de
la molécula propuesta favorece la formacion de ciclos de 5 o 6 miembros que
brindan estabilidad al compuesto de coordinacién y que junto al catibn metalico

como estrategia sefialada en el apartado V incrementa el potencial nucleofilico del
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grupo oxima, favoreciendo su desprotonacion para tener como estrategia adicional
sefalada en la seccion VI una forma con mayor actividad nucleofilica como lo es el
anién oximato, ademas de participar en la estabilizacion del sustrato (OP) durante
el estado de transicion en la reactivacion de la enzima y posteriormente en la
hidrolisis del OP.

Adicionalmente pueden considerarse para Su UusO estrategias
complementarias relacionadas con la administracion de estos posibles agentes
terapéuticos, como lo es la coadministracién junto con un inhibidor de transporte de
la P-glicoproteina como el tariquidar (TQD) para mejorar la biodisponibilidad del
agente terapéutico en el sistema nervioso central y en la circulacion. De igual forma
la via de administracion es un aspecto fundamental para tomar en cuenta y una
estrategia implicaria el desarrollo de una via alternativa como la administracion
intranasal para fomentar la accién inmediata del agente o una formulacion topica si
se desea descontaminar sitios de exposicion directos e importantes como la piel.
Con la finalidad de tratar de prevenir cualquier tipo de interaccion con
macromoléculas del entorno biolégico y con ello favorecer la orientacion cerebral
hacia el sistema colinérgico como principal diana puede recurrirse al

encapsulamiento del posible agente terapéutico en nanoparticulas.

Finalmente cabe destacar una vez mas que el desarrollo de este tipo de
propuestas para encontrar nuevos tratamientos dirigidos a las intoxicaciones por OP
estara soportado en los esfuerzos que las agencias de investigacion cientifica del
pais y del mundo dediquen a la sintesis y evaluacion tanto in vitro como in vivo de
estas moléculas, para evaluar su eficacia y seguridad, dos aspectos que han
quedado rezagados dentro de los intereses de la investigacion en este campo y que
valdria la pena retomar e impulsar para aspirar al desarrollo de nuevos tratamientos
gue puedan ser sometidos a ensayos preclinicos, clinicos y posteriormente a su

aprobacion regulatoria sanitaria para llegar a cubrir un tema de salud publica latente.
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13. CONCLUSIONES

» Eluso de los sistemas basados en oximas ha mostrado resultados prometedores
en la descontaminacion y tratamiento de intoxicaciones por OP de acuerdo con
lo publicado en estudios internacionales.

» Existe la necesidad de desarrollar y utilizar nuevos sistemas basados en oximas
mas eficientes como agentes descontaminantes clinicos y medioambientales
para tratar las intoxicaciones por OP y agentes nerviosos asi como problemas
de contaminacion asociados con los OP.

» La informacién sobre estudios preclinicos de oximas y otras alternativas
terapéuticas para abordar intoxicaciones por OP es escasa e incompleta en la
literatura cientifica internacional.

» Se observa una falta de investigacion en este campo en México, Latinoamérica
y en paises en vias de desarrollo con producciéon agricola relevante y una
problematica particular en este tema.

» Los estudios realizados en el disefio de alternativas terapéuticas para
intoxicaciones por OP, como los sistemas basados en oximas, se han realizado
principalmente en paises en los que ya no se emplean este tipo de compuestos.

» Hay una brecha en el conocimiento de tratamientos para intoxicaciones con OP
y protocolos de atencidn tanto para el personal de salud como para los usuarios
gue manejan directamente los OP.

» Se debe promover la difusion y divulgacion de informacion cientifica actualizada
sobre los tratamientos para intoxicaciones por OP, especialmente en contextos
agricolas donde el uso de estos productos es frecuente.

» La capacitacion de profesionales de la salud y trabajadores agricolas en el
manejo adecuado de OP y en el reconocimiento y tratamiento de intoxicaciones
es fundamental para reducir los riesgos para la salud humana.

» Es necesario fomentar la colaboracion entre investigadores, instituciones y
agencias reguladoras, tanto en México como en otros paises agricolas, para
impulsar la investigacion y el desarrollo de soluciones efectivas y seguras para
el tratamiento de las intoxicaciones por OP y acciones de remediacion
medioambientales.

» La deteccion y degradacion de CWA mediante el uso de oximas ha emergido
como un campo prometedor. Sin embargo, a pesar de los avances logrados
hasta la fecha, existen desafios persistentes relacionados con la selectividad, la
sensibilidad y la simplicidad de los métodos de deteccion.
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