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Opézniona neurotoksycznos¢ pestycydéw fosforoorganicznych

Zwiazki fosforoorganiczne sg stosowane od
wielu lat w weterynarii i rolnictwie do zwal-
czania pasozytéw. Znane jest rowniez ich za-
stosowanie w lecznictwie niektérych schorzen
mie$ni (myastenia gravis) 1 oczu (jaskra).
Odrebng grupe stanowig fosforoorganiczne
érodki trujace produkowane w celach mili-
tarnych.

Mechanizm dzialania zwigzkéw FO polega-
jacy glownie na unieczynmnianiu cholinoeste-
razy (ChE) — enzymu rozkladajacego acely-
locholine (AChE), ktéra jest mediatorem W
przenoszeniu impulséw nerwowych, jest do-
brze znany i opisany w wielu publikacjach
i monografiach (np. 17, 49, 62). W wyniku
nagromadzania si¢ w organizmie endogennej
AChE rozwijaja sie charakterystyczne obja-
wy zatrucia okre$lane jako muskaryno- i ni-
kotynopodobne wraz z objawami ze strony
oérodkowego ukladu nerwowego. Klinika za-
trué ze strony zwiazkéw FO zostala wszech-
stronnie przedstawiona w wielu pracach (np.
31, 43, 63).

Oprocz tych typowych zatruc wiele zwigz-
kéw FO moze wywolywaé odmienne objawy
zatrucia nie korelujace z unieczynnianiem
ChE, kitére okreélono jako op6iniona neuro-
toksycznosé (23). Przypadki opéznionej neuro-
toksycznosci zostaly po raz pierwszy zauwa-
zone u ludzi. Na przypadki sporadycznie wWy-
stepujace u leczonych pochodnymi  kwasu
fosforowego i fenoli nie zwracano wigkszej
uwagi i dopiero pdiniejsze zatrucia tego typu
u ludzi ujawnily w pelni grozbe jak i powa-
ge zagadnienia.

W 1930 r. u okolo 15000 oséb wystapity po
wypiciu nielegalnie wyprodukowanego rumu
objawy zatrucia charakteryzujace sig poraie-
niem kohczyn dolnych. Szczegdlowe badania
wykazaly, ze czynnikiem toksycznym byl fos-
foran tréj-c-krezylu (TOCP), ktory nieuezciwi
producenci dodawali do rumu celem nadania
mu odpowiedniej konsystencji i koloru (43).
Kolejne masowe zatrucie z porazeniami kon-
czyn wystapilo u okolo 10 000 oséb w 1959 .
w Maroku, Epidemie te uwazano poczgtkowo
za blizej nieokredlong infekejg wirusowa, je-
dnak pozniejsza analiza toksykologiczna wy-
kazala, ze czynnikiem toksycznym byl olej sa-
latkowy, do ktérego dodano znacznie tanszy
olej samochodowy zawierajacy TOCP (60).
Précz tych masowych zatru¢ odnotowywano
réwniez zatrucia pojedyncze u pracownikow
zatrudnionych przy syntezie nowych pestycy-
déw TO np. Mipafoxu (N.\N’-dwuizopropylo
dwuamidofluorofosforan), Leptofosu (0-/4-bro-
mo 2,5-dwuchlorofenylo/0-metylo fenylotiofos-
foran) (7). Przypadki tego vodzaju zatruc

stwierdzano tez u o0séb zatrudnionych przy
stosowaniu pestyeydéw FO w zwalczaniu
szkodnikéw np. trichlorfonu (0,0-dwumetylo-
fosfonian 2,2,2-tréjchloro-1-hydreksylenu) zna-
nego rowniez jako Metrifonat, Chlor{os, Ne-
guvon, Dipterex i Foschlor. Mialy one miej-
sce w ZSRR, Rumunii, Polsce i Japonii (34).
Powyzsze toksykoepidemie jak i zatrucia o
mniejszym zakresie przyczynily sie do podije-
cia intensywnych badan nad neurotoksycznym
dzialaniem TOCP i innych zwigzkow FO.

Istotnym zagadnieniem w badaniach nad
neurotoksycznoseia zwiazkéw FO byl wyhor
odpowiedniego modelu zwierzgcia laboratoryj-
nego. Wkrétce po stwierdzeniu opbznione]
neurotoksycznosci po pestycydach FO u ludzi
zarejestrowano réwniez przypadkowe tego ro-
dzaju zatrueia u kur, a nastepnie u wodnych
bawoléw (6). Z kolei odpewiednie badania
wykazaly, ze nicktére inne gafunki zwierzat
jak psy (14), koty (27), cieleta (18), owce (19),
kaczki (13) sa wrazliwe na neurotoksyezne
dziatanie pestycydéw FO, podczas gdy kerdli-
ki, §winki morskie (33), szezury (7) 1 myszy
(29) nie sq wrazliwe. Mlode zwierzeta sa bar-
dziej odporne na neurotoksyczne dzialanie
pestyeydéw FO anizeli osobniki dorosle, nato-
miast mozliwodei wyzdrowienia, bardzo po-
wolne, sa bardziej prawdepodobne u doro-
stych., Na podstawie dalszych szezeglowych
badafi ustalono, ze najwlasciwszymi Zwierze-
tami testowymi, z uwagi na szezegblng wra-
sliwosé na zwiazki neurctoksyezne, sg doro-
ste kury. Kurezeta w wieku 55—T0 dni, a
nawet wedtug niektérych do 100 dni nie s
wrazliwe na neurotoksyczne dzialanie ZWigz-
kéw FO (11, 39). Istniejace roznice we wra-
sliwodei roznych gatunkow zwierzat na tego
rodzaju dzialanie zwigzkéw FO {lumaczg ba-
dania przeprowadzone przy uzyein Leptofosu.
Stwierdzono mianowicie, ze u zwierzat nie-
wrazliwych (szezur, mysz) insektyeyd ten byl
szybko metabolizowany, a produkty jego de-
gradacji byly wydalane gléwnie z mmoczem
(32, 66). U kur za$ retencja tego insektyeydu
w organizmie jest znacznie dluzsza — okres
péttrwania wynosi 11,5 dni (1), co jak wyka-
zano (4) wigze sie ze znacznie mniejszym -
dzialem Leptofosu w procesach metabolicz-
nych.

Jedli idzie o geneze neuropatii wywolywa-
nej przez TOCP, to juz w 1931 r. okreslano
ja (64) jako ,specyliczng chorohe demielinjza-
eyjng” z uwagi na stwierdzana histologicznie
demielinizacie wlokien nerwowych.

Pozniejsze badania (20) wykazaly rozlegle
uszkodzenia w nerwie kulszowym, rdzeniu
krggowym i rdzeniu przedluzonym, lecz nie
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w mozgu. Nastepnie uwazano, ze neurotoksy-
czne zwiazki FO dzialajg w pierwszej kolej-
nosci na distalne odeinki aksonéw, a w rdze-
niu kregowym na gérne odcinki galgzek ner-
wowych zstepujacych i dolne galgzek wstepu-
jacych. W efekcie powstajg zaburzenia czyn-
nos$ciowe neuronu, prowadzgce nastepnie do
uszkodzen strukturalnych. Uszkodzenie wiec
oslonki mielinowej i komoérek Swanna jest
wtornym zjawiskiem, ktére nazwano ,zamie-
rajacy krzyz” (gying back) (22).

Badano roéwniez wspélzalezno$é pomiedzy
opézniong neurotoksyczno$cig a przemiang li-
pidow w nerwach normalnych i zmienionych
oraz w normalnych i dotknietych demieliniza-
cja tkankach (10, 52). Stwierdzono wystepo-
wanie dwoch faz degradacji fosfolipidéw w
nerwach obwodowych, pierwszg jako wczesng
odpowiedZ na neurotoksyczne dzialanie i dru-
g3 w okresie ataksji. Nie stwierdzono jednak
zadnej zalezno$ci pomiedzy metabolizmem li-
pidéow 1 fosfolipidéw a neurotoksycznodcia
(60).

Wystepowanie zmian w nerwach obwodo-
wych wigzano poczgtkowo (30) z inhibicjg ace-
tylocholinoesterazy i cholinoesterazy. Prze-
prowadzone badania nie wykazaty zaleznoSci
pomiedzy inhibicjg cholinoesteraz przez zwig-
zki FO a neurotoksycznoscig tych zwigzkéw
(8, 28, 97). Rozwazano tez mozliwosé udzialu
kwasnej fosfatazy w powstawaniu opoéznionej
neuropatii po zatruciu zwigzkami FO. Bada-
nia histochemiczne (30) wykazaly w tkance
nerwowej kur po zatruciu TOCP wczesny
wzrost aktywnosci tego enzymu wskazujgcy
na nietrwalo$¢ blon lizosomalnych. Poglad ten
podwaza jednak fakt, ze wzrost fosfatazy
kwasnej moze by¢ efektem zmian w mito-
chondriach; zmiany te wystepujg bezposred-
nio po intoksykacji neurotoksycznymi zwigz-
kami FO (21).

Stosunkowo niedawno wysunigto sugestie,
ze podstawowym warunkiem powstawania
objawow opéznionej neurotoksycznosci jest
fosforylacja bialka w o$rodkowym ukladzie
nerwowym. Sluszno$¢ tej koncepcji potwier-
dzily badania przeprowadzone w Medical Re-
search Council Lahoratories w Carshalton
(Anglia). Udowodniono mianowicie (35, 36), ze
zjawisko opoznionej neurotoksyczno$ci pozo-
staje w zwigzku z unieczynnieniem specyficz-
nego bialka, ktére nazwano ,biatkiem neuro-
toksycznym”. Rownocze$nie ustalono, ze efek-
ty neurotoksyczne wystepujg wowcezas, gdy
ulegnie fosforylacji wkrétce po zatruciu 80%
neurotoksycznego biatka. Proces ten zachodzi
w ciggu 1—36 godzin od zatrucia. Dalsze ba-
dania (42) wykazaly, ze biatko to odznacza sie
wlasciwosciami esteratycznymi i dlatego na-
zwanc je ,neurotoksyczng esterazg”’ (NTE).
Nastepnie ustalono (51), ze aktywnosé NTE w
moézgu u ludzi jest podobna jak u kur. Roz-
mieszczenie NTE w mézgu jest inne anizeli
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AChE. Aktywno$¢ AChE jest najwieksza w
jadrze ogoniastym, za$ aktywnos¢ NTE jest
najwieksza w czesci korowej moézgu, mniejsza
w mozdzku (1/2) i w rdzeniu kregowym (1/3).

Z kolei wylonilo sie bardzo wazne teorety-
czne i praktyczne zagadnienie neurotoksycz-
noéci karbaminianéw. Stwierdzono mianowi-
cie (37), ze karbaminiany roéwniez unieczyn-
niajg NTE, z tym, Ze inhibicja ta nie jest
trwala i stosunkowo szybko powraca aktyw-
no$¢ enzymu. Nawet powtarzane stosowanie
karbaminianéw nie wywoluje opdznionej neu-
ropatii (38). Okazalo sie réowniez, ze niektoére
fosfiniany i fluorosiarczany tworzg z NTE
sfosfinowany 1 zsulfonowany kompleks, lecz
nie dzialajg neurotoksycznie (38, 40). Naste-
pnie stwierdzono, ze gdy NTE jest in wvivo
{fosfinowany lub sulfonowany, to podanie
woéwezas DFP  (dwuizopropylofluorofosforan)
lub innego estru neurotoksycznego nie wywo-
luje efektu neurotoksycznego (38, 40). Roéw-
niez inhibicja NTE przez karbaminiany dziata
ochronnie (32). Na tej podstawie dokonano
(41) podziatu inhibitoréow NTE na 2 grupy A
i B (ryc. 1). Zwigzki w grupie A s3 neuro-
toksyczne, podczas gdy zwigzki grupy B nie
tylko nie sg neurotoksyczne, ale czynnie za-
bezpieczajg zwierzeta przed neurotoksycznym
dzialaniem zwigzkow grupy A. Istotg rdinic
w dziataniu tych zwigzkow jest proces starze-
nia sie (aging) kompleksu enzym-inhibitor
(ryc. 2), ktéry wystepuje rdwniez przy unie-
czynnianiu cholinoesteraz. Godny przy tym
uwagi jest fakt, ze pH nie wplywa na proces
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starzenie sie kompleksu inhibitor-NTE w
przeciwienstwie do procesu starzenia sie kom-
pleksu inhibitor-AChE (24). Réznice te wska-
zujg, ze mechanizm proceséw starzenia sie
jest w obu przypadkach nieco odmienny.

W badaniach nad neurotoksyczno$cig zwigz-
kéw FO niektérzy autorzy (3, 58) nawigzuja
ostatnio do weczesniejszych sugestii (30) doty-
czacych znaczenia lizosomoéw 1 zawartej w
nich kwasnej fosfatazy w patogenezie neuro-
patii. Do ciekawszych w tym zakresie nalezy
zaliczy¢ badania na kurach, ktore wykazaly,
ze Leptofos powoduje zwiekszenie poziomu
kwasnej fosfatazy w surowicy krwi (98). Au-
torzy uwazaja, ze jest to efektem zmian w
blonach lizosomalnych prowadzacych do upo-
§ledzenia o okolo 40—50% przewodnictwa
aksonalnego, w tym tez normalnego przeply-
wu podstawowych skladnikéw metabolicznych
(m.in., enzyméw oksydacyjnych) od neuronu
do distalnej czesei aksonu. W konsekwenciji
moze nastgpi¢ zniszczenie blon lizosomalnych
z odstanianiem ostonek mielinowych. Proces
ten nazywa sie ,,ostra aksonopatig” (59). Po-
wyzszy poglad, nie negujacy znaczenia inhi-
bicji NTE, moze stanowi¢ wyjasnienie proce-
su degeneracji nerwu, rzutujacej na typowe
objawy kliniczne.

Przedstawione powyzej wyniki badan nad
mechanizmem  neurotoksycznego  dziatania
zwigzkow FO wskazujg, ze dotychczas nie zo-
staly w pelni wyjasnione odpowiednie proce-
sy biochemiczne zachodzgce w organizmie po
inhibicji NTE (po 1—36 godzin od zatrucia)
a wystgpieniem ataksji (pc 7—14 dniach), co
w powainym stopniu rzutuje na mozliwo$ci
lecznicze tych neuropatii.

Opézniona neurotoksyczno$¢  wywolana
przez niektore zwigzki FO wystepuje po 7—14
dniach od ostrego zatrucia i zalezy od wiel-
kosci stosowanych dawek tych zwigzkow.
Schorzenie to charakteryzujg nastepujace ce-
chy: a) rozwija sie w asymptomatycznym o-
kresie po zatruciu ostrym, b) nie dotyczy w
rownym stopniu wszystkich zwierzat cieplo-
krwistych, c¢) podobne zmiany mogg wywolaé

zarowno niektére zwigzki FO, jak roéwniez
inne srodki chemiczne.
W poznaniu kliniki neuropatii wywolanej

przez TOCP i inne zwigzki FO istotne znacze-
nie posiada fakt, ze zaburzenia te u kur sg
stale i odtwarzalne (15). Dzieki temu ustalo-
no, ze minimalna jednorazowa toksyczna da-
wka TOCP wynosi 250 mg/kg c.c., a dawki
wyzsze od 2000 mg/kg nie zmieniajg w istot-
ny sposob przebiegu schorzenia z wyjatkiem
skrocenia okresu trwania ataksji i bardziej
nasilonego porazenia konczyn (19). Efekt
neurotoksyezny mogg wywolaé réwniez male
subneurotoksyczne dawki TOCP podawane
doustnie przez diluzszy okres czasu (35) lub
diugotrwate stosowanie naskérnie (5). W tych
przypadkach stosowanie dawek dziesieciokrot-

nie nizszych od minimalnej powoduje jedynie
wydluzenie czasu trwania ataksji i1 slabiej
wyrazone porazenia. Stosowanie dlugotrwatle
dawek okolo 5 mg/kg c.c. nie wywolywalo u
kur efektu neurotoksycznego (25).

Jednorazowa toksyczna dawka  doustna
TOCP nie powoduje u kur widocznych obja-
wow zatrucia przez 10—14 dni. Po uplywie
tego okresu pierwszym objawem neurotoksy-
cznego dzialania tego preparatu jest zmniej-

szenie sie ruchliwosci, zwierzeta pozostajg
gléwnie w pozycji siedzacej.
Stwierdza sie réwniez nagle przerwanie

nie$nosci i resorpecje niedojrzatych jaj. Naste-
pnie rozwija sie ogoélne oslabienie i niezbor-
no$¢ ruchowa, objawy typowe dla ataksji. Po
uptywie 15—20 dni od podania preparatu na-
stepuje porazenie ndég 1 wyrazne ostabienie
skrzydet. W przypadku stesowania matych
dawek TOCP obserwuje sie poczatkowo spa-
dek ciezaru ciala, ktéry z uplywem czasu
wraca do normy i z reguty ptaki wracajg do
zdrowia, lecz nie osiggaja pelnej sprawnosci
uzytkowej. Po duzych dawkach zwierzgta nie
przyjmuja pokarmu i zejScie Smiertelne na-
stepuje wskutek znacznego spadku ciezaru
ciala i porazenia konczyn.

Leczenie opdznionej neuropatii jest trudne
i w ciezszych przypadkach nie daje zadowa-
lajacych efektow. Nieskuteczne okazalo sie
stosowanie atropiny i innych reaktywatoréw
ChE, klasyeznych obecnie $rodkéw w leczeniu
ostrych zatru¢ (cholinergicznych) zwigzkami
FO (13). W poszukiwaniu specyficznych $rod-
kow w leczeniu opéznionej neurotoksycznosci
stosowano kwas nikotynowy (19), tiamine,
tokoferol, kortizon (13), lipidy i biatka (61)
oraz metale (47), jednakze zaden z tych zwigz-
kow nie spelnil oczekiwanych nadziei.

Bardzo ograniczone mozliwosci postepowa-
nia leczniczego przy neuropatiach wywotla-
nych przez zwiazki fosforoorganiczne zmusza-
ja do podejmowania przedsiewzigé umozli-
wiajacych wezesng kontrole neurotoksycznos-
ci preparatow FO. W 1975 r. zalecono (63)
badania nad neurotoksycznoscig zwigzkéw FO
na 3—5 dniowych kulturach mieszanych ko-
mérek nerwowych w grzbietowych zwojach
kregowych zarodkéw kurzych. Cytotoksyczna
odpowiedZ wyraza sie zmniejszeniem ilo$ci
i dlugosci wldkien nerwowych 1 zwiekszong
wakuolizacja komérek neurogliowych. Dzieki
poznaniu mechanizmu dzialania neurotoksycz-
nych zwigzkéw FO wprowadzono dogodniejsza
i precyzyjniejsza metode badan, polegajaca
na oznaczaniu in vitro inhibicji NTE przez
zwigzek FO, wzglednie oznaczaniu aktywnosci
NTE w mézgu zwierzat zatruwanych zwigz-
kiem FO. Metodyka tych badan zostala szcze-
gbélowo opracowana i opisana (36, 43), a na-
stepnie ulepszona i uproszczona (44). Za po-
mocg tych metod zbadano zaleino$¢ aktyw-
nosci NTE od struktury okolo 200 zwigzkow
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FO (41). Ostatnio wykazano (45), ze hadania
skreeningowe zwigzkéw FO w kierunku opoé-
znionej neurotoksycznosci nie mogg opieraé
i¢ tylko na badaniach in witro, poniewaz nie
uwzgledniajg one takich zasadniczych czyn-
nikéw, jak: absorpcja, metabolizm, kumula-
cja i eliminacja testowanych zwigzkow. Wy-
kazano réwniez (46), ze niektére dwumetylo-
fosforany zachowujg sie w wyzej wymienio-
nych testach ,niencrmalnie”, a mianowicie
mimo wysokiej inhibicji NTE w moézgu nie
wywotujg ataksji. Zwigzki te powodujg
mniejszg inhibicje NTE w rdzeniu niz w moé-
zgu, podczas gdy np. DFP powodowal jedna-
kowg inhibicje w moézgu i rdzeniu kregowym.
Gdy za$ podano dwumetylofosforan wzrosta
inhibicja NTE w rdzeniu kregowym i u kur
wystgpila ataksja. Na podstawie tych danych
autor wnioskuje, ze ataksja powstaje wskutek
inhibicji NTE w rdzeniu kregowym, i ze wo-
bec tego oznaczanie inhibicji NTE tylko w
mézgu przy ocenie okolo 200 preparatéw FO
nie bylo dokladnym wskaZnikiem biochemicz-
nym. Niektérzy autorzy (53, 54) zwracajg
réwniez uwage, ze w przypadkach wysokiej
inhibicji AChE przy malej inhibicji NTE jest
konieczne badanie zwigzkéw FO stosowanych
w duzych dawkach na kurach atropinizowa-
nych. W ocenie zwigzkow FO na neurotoksy-
cznosté istotne prakiyczne znaczenie moga
mie¢ badania nad poziomem NTE w limfocy-
tach (26). Stwierdzono mianowicie, ze krzywa
inhibicji NTE w limfocytach krwi obwodowej
ksztaltuje sie podobnie jak inhibicja NTE w
moézgu. Wskazuje to, ze oznaczanie aktywno-
Sci NTE w limfocytach moze by¢ wykorzysty-
wane do oceny ekspozycji na neurotoksyczne
zwigzki FO, a tym samym umozliwia przewi-
dywanie neurotoksycznego zagrozenia. War-
tos¢ tego testu maleje przy stosowaniu powta-
rzanych dawek zwigzkow FO (50).
Opéznicna neurotoksyeczno$¢ zwigzkow FO
jest uznana przez WHO za problem bardzo
wazny, wymagajacy zdecydowanych dziatan
(67). Dowodem tego moze by¢ decyzja Agencji
Ochrony Srodowiska w USA o cofnigciu do-
tychezasowych ustalen w zakresie dopuszczal-
nych pozostalosei Leptofosu w zywno$ci (19).
Wprowadzono tez obowigzek testowania na
neurotoksyczno$é wszystkich  stosowanych
obecnie pestycydow. W S$wietle powyzszych
danych nieodzowne sg kontrolne badania na
neurotoksycznos¢ wszystkich stosowanych w
kraju pestycydéow FO. Dotyczy to rdéwniez
odtwarzanych preparatéw zagranicznych, kto-
re w oryginalnej postaci nie zostaly uznane za
neurotoksyczne, poniewaz jak wynika z ba-
dan (34) nad Metrifonatem i jego odpowiedni-
kami Chlorfosem i Foschlorem nieznaczne na-
wet zmiany technologiczne mogg by¢é powo-
dem blizej nieokreslonych zanieczyszczen, po-
wodujacych neurotoksycznos$é tych zwigzkow.
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