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Zmiany aktywnosci acetylocholinesterazy
oraz zawartosci glutationu
w wybranych narzadach myszy
PO podaniu dichlorvosu

Streszczenie

Badania przeprowadzono na dorostych samcach myszy biatej,
ktérym dootrzewnowo w dawkach jednorazowych (6 mg/kg i 10 mg/kg)
podawano dichlorvos. W modzgu i miesniu (musculus quadriceps fe-
moris) oznaczano aktywnos¢ AchE metodg EDmana (1961), natomiast
w krwi, mézgu, watrobie i nerkach zawartos¢ zredukowanego glutatio-
nu metodg Ellmana (1959). Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw
wykazata zr6znicowang odpowiedz badanych narzaddéw na zastosowany
$5sltycyd. Zmiany aktywnosci AchE i zawartosci GSH w badanych

nkach sg zalezne od dawki. Procent hamowania aktywnosci AchE
w mozgu i miesniu po 1 godzinie od czasu ekspotycji byt najwyzszy.
W przypadku GSH zanotowane zmiany mialy zréznicowany przebieg
zalezny generalnie od dawki insektycydu.

Wstep

Zwigzki fosforoorganiczne o wiasciwosciach antycholinesterazo-
wych nieodwracalnie hamujg aktywnos¢ cholinesterazowa, powodujgc
nadmierng aktywnos$¢ cholinergiczng w miejscach cholinoceptywnych
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tkanki nerwowej i narzgadoéw efektorycznych. Podostra intoksykacja
tymi zwigzkami jest kojarzona gtdwnie ze zmianami behawioralnymi
i kognitywnymi. Symptomy zatrucia ostrego zwigzkami fosforoorganicz-
nymi wystepuja od kilku minut do 2-3 godzin i trwajg 1-5 dni (Gupta
i Salunkhe 1985).

Zdaniem Wilson (1987) insektycydy tej grupy wywotujg takze
p6zny efekt neuropatyczny. Zaburzenia funkcjonalne w wyniku intoksy-
kacji sg klasyfikowane generalnie do zaburzen motorycznych (ataksja).
Odwroécenie zmian jest powolne i nie zawsze catkowite. Hamowanie
acetylocholinesterazy odgrywa kluczowag role w patomechanizmie
intoksykacji insektycydami fosforoorganicznymi. Zredukowany gluta-
tion natomiast jest istotnym ogniwem zaréwno procesu toksyfikacji,
jak i detoksykacji. Glutation uczestniczy w transformacji ksenobioty-
koéw, tworzac z nimi koniuganty. W wyniku procesdw sprzegania
z glutationem, powstate koniuganty ulegaja dalszemu metabolizmowi
do kwaséw merkapturowych, ktére ulegaja wydaleniu z organizmu
(Mikstacka 1988). Zmiany w koncentracji tego trdojpeptydu moga
odzwierciedla¢ ogoélny stopien zaburzen metabolicznych. W zwigzku
z powyzszym postanowiono okresli¢ zawartos¢ GSH w krwi, moézgu,
watrobie i nerkach oraz aktywnos¢ AchE w moézgu i miesniu po
podaniu insektycydu fosforoorganicznego dichlorvosu.

Materiat i metodyka badan

Badania przeprowadzono na 50 czteromiesiecznych samcach myszy
o sredniej wadze 25 g, ktére byly hodawane w jednakowych warunkach
pod wzgledem os$wietlenia LD 12:12. Wszystkie uzyte do badan
zwierzeta podzielono na jedng grupe kontrolng i cztery doswiadczalne,
po 10 osobnikéw w kazdej. Myszy pierwszej grupy doswiadczalnej
otrzymaty dootrzewnowo w dawce jednorazowej 6 mg/kg dichlorvosu.
Zwierzeta drugiej grupy doswiadczalnej otrzymaty w dawce jednora-
zowej 10 mg/kg tego insektycydu, trzecig i czwarta grupe ekspery-
mentalng stanowity zwierzeta otrzymujace dootrzewnowo dichlorvos
w dawce jednorazowej odpowiednio 6 i 10 mg/kg masy ciata. Myszy
pierwszej i drugiej grupy doswiadczalnej zabijano po 1 godzinie od
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czasu podania insektycydu, natomiast zwierzeta trzeciej i czwartej
grupy eksperymentalnej po 3 godzinach od czasu ekspozycji. Zwierzeta
grupy kontrolnej i grup doswiadczalnych zabijano przez dekapitacje,
pobierano krew, mézg, watrobe, nerki i miesienn (musculus quadriceps
femoris). W mézgu i miesniu oznaczano aktywnos$¢ acetylocholine-
sterazy metodg Ellmana (1961), natomiast w supernatantach krwi,
watroby, mdézgu i nerek zawartos¢ zredukowanego glutationu metodag
Ellmana (1959). Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej
obliczajgc test ,t” Studenta.

Wyniki
Dane liczbowe dotyczace wptywu jednorazowych dawek insektycydu
fosforoorganicznego dichlorvosu na zmiany aktywnosci AchE w mézgu

i miesniu oraz zawartosci GSH w krwi, mdézgu, watrobie i nerkach
zestawiono w tabelach 1 i 2 oraz zilustrowano graficznie na ryc. 1-5.

Tab. 1. Zmiany aktywnosci acetylocholinesterazy (AchE) w mézgu i miesniu
szkieletowym po 1 i 3 godzinach od iniekcji dichlorvosu w jednorazowych
dawkach 6 i 10 mg/kg

Aktywnos¢ Czas po lodaniu dichlorvosu (godz.)
AchE Dawka 0 1 3
6 12,97 + 1,83 8,84 £ 1,67* 10,07 = 1,28*
MOZG (100) (68,0) (77,9)
10 12,97 + 1,83 7,13 £ 1,14* + 0,60*
(100) (54,9) (70,6)
6 10,29 + 1,53 6,69 + 0,79* + 1,05
MIESIEN (100) (65,0) (76,8)
10 10,29 + 1,53 6,69 + 0,75* + 0,92*
(100) (58,8) (66,1)

Warto$¢ X + SE z 10 osobnikéw, wartosci w nawiasach wskazujg na procentowe zmiany badanego

parametru w stosunku do wartosci kontrolnych (100%)

«Statystycznie istotne réznice pomiedzy wartosciami zwierzat kontrolnych i wartosciami zwierzat

eksponowanych na dichlorvos w réznych przedziatach czasu (p < 0,01)
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Tab. 2. Zmiany zawartosci zredukowanego glutationu (GSH) w krwi, mézgu,wa-
trobie i nerkach po 1 i 3 godzinach od iniekcji dichlorvosu w jednorazo-
wych dawkach 6 i 10 mg/kg

Badany Dawka Czas po podaniu dichlorvosu (godz.)
narzad 0 1 3
6 1,00 £ 0,19 1,33 + 0,20* 0,86 +0,19
KREW (100) (133) (86)
10 1,00 + 0,19 1,14 + 0,17 0,71 + 0,16*
(100) ' (114) (71)
6 0,84 +0,11 1,12 + 0,19* 1,23 + 0,18*
MOZG (100) (133) (146)
10 0,84 +0,11 1,38 + 0,22* 1,48 + 0,25%
(100) (164) (176)
6 2,35 + 0,29 2,96 + 0,35% 2,77 + 0,36*
WATROBA (100) (126) (118)
10 2,35 +0,29 3,67 + 0,68* 3,81 + 0,44
(100) (156) (162)
6 1,90 + 0,23 1,32 + 0,22% 1,83 + 0,21
NERKI (100) (69) (96)
10 1,90 + 0,23 1,08 + 0,11* 1,24 + 0,20%
(100) (57) (65)

Warto$¢ X + SE z 10 osobnikéw, wartosci w nawiasach wskazujg na procentowe zmiany badanego
parametru w stosunku do wartosci kontrolnych (100%).

‘ Statystycznie istotne przy p < 0,01

Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze jednorazowe podanie
dichlorvosu wywotuje matematycznie potwierdzone zmiany badanych
wskaznikéw. Dichlorvos w zastosowanych dawkach i w wybranych
przedziatach czasowych powoduje hamowanie aktywnosci AchE zaréw-
no w moézgu, jak i miesniu. Obraz stwierdzonych zmian byt zasadniczo
podobny. Maksimum zmian zanotowano zaréwno w moézgu, jak i mies-
niu po 1 godzinie od podania dichlorvosu w dawce 10 mg/kg masy
ciata. Zmiany stezenia GSH w krwi samcow myszy wykazywaty pewna
fazowos$¢ zmian. Obserwowano niewielki wzrost (po 1 godz.), a na-
stepnie obnizenie stezenia tego tréojpeptydu. Zawartos¢ GSH w maozgu
po podaniu dichlorvosu zaréwno w dawce 6, jak i 10 mg/kg masy
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Rye. 1. Aktywnos$¢ acetylocholinesterazy (iXM jodku ATCH/g/min)
w moézgu i miesniu szkieletowym po 1 i 3 godzinach od momentu
podania dichlorvosu wyrazona w jednostkach aktywnosci w stosunku
do wartosci kontrolnych.

Statystycznie istotne réznice* pomiedzy wartosciami kontrolnymi,
a wartosciami zwierzat eksponowanych na dichlorvos w réznych prze-

dziatach czasu (p < 0,05)

ciala pozostawata powyzej wartosci kontrolnych w dwu analizowanych
przedziatach czasowych. Stezenie zredukowanego glutationu w watrobie
w analizowanych przedziatach czasowych wykazywato potwierdzony staty-
stycznie wzrost. Zanotowano wyrazng zaleznos$¢ zmian stezenia GSH od
zastosowanej dawki. Obraz zmian stezenia GSH w nerkach byt zasadni-
czo odmienny. Zaobserwowano generalnie statystycznie istotny spadek
zawartosci tego trdjpeptydu w nerkach. Stezenie GSH w nerkach po
3 godzinach od czasu podania insektycydu w dawce 6 mg/kg pozostawato
zasadniczo na poziomie zblizonym do wartosci kontrolnych.
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Ryc. 2. Zmiany zawartosci zredukowanego glutationu w
krwi po 1 i 3 godzinach od momentu podania dichlorvosu.

Ryc. 3. Zmiany zawartosci zredukowanego glutationu w mézgu
po 1 i 3 godzinach od momentu podania dichlorvosu.

‘ Statystycznie istotne przy p < 0,01



Ryc. 4. Zmiany zawartosci zredukowanego glutationu w wa-
trobie po 1i 3 godzinach od momentu podania dichlorvosu.

Ryc. 5. Zmiany zawartosci zredukowanego glutationu
w nerkach po 1 i 3 godzinach od momentu podania
dichlorvosu.

+Statystycznie istotne przy p $ 0,01



Dyskusja

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze insektycyd fosfo-
roorganiczny dichlorvos powoduje zalezne od dawki i czasu ekspozycji
hamowanie acetylocholinesterazy w mézgu i miesniu. Dichlorvos zaréwno
w dawce 6 mg/kg, jak i 10 mg/kg powodowat istotne matematycznie
hamowanie AchE. Obserwowane zmiany w obu badanych tkankach byty
zaznaczone najwyrazniej po 1 godzinie od czasu ekspozycji. Obraz zmian
zawartosci GSH w krwi, mézgu watrobie i nerkach po podaniu dichlorvosu
byt zréznicowany. Zanotowane zmiany w watrobie i mézgu miaty podobny
przebieg. W obu analizowanych tkankach maksymalny wzrost zawartosci
GSH zanotowano w przypadku dawki 10 mg/kg. W Kkrwi natomiast
obserwowano poczatkowo (po 1 godz.) wzrost w zawartosci tego tréj-
peptydu, a nastepnie (po 3 godz.) spadek stezenia GSH. W nerkach
za$ wykazano w poczatkowej fazie wyraznie zaznaczony spadek stezenia
zredukowanego glutationu. Po 3 godzinach obserwowane zmiany byty
mniej zaznaczone. Uzyskane dane liczbowe i zaobserwowana tendencja
zmian aktywnosci AchE sg w duzym stopniu zbiezne z badaniami Gupta
i Dettbarn (1987) dotyczagcymi wptywu insektycydow fosforoorganicznych
na zmiany aktywnosci AchE i metabolizmu energetycznego tkanki moz-
gowej i miesniowej. Zanotowana Kkinetyka zmian aktywnosci AchE jest
specyficzna dla dziatania insektycydéw fosforoorganicznych (Takahasihi
i inni 1991); Reddy i Rao 1991). Przyczyna zaobserwowanych zmian jest
zdolnos$¢ dichlorvosu do fosforylacji osrodka aktywnego AchE i nieod-
wracalne hamowanie aktywnosci enzymu. Konsekwencjg fizjologiczng

tych zmian jest akumulacja acetylocholiny w miejscach cholinoceptywnych
i przedtuzona stymulacja cholinergiczna, doprowadzajgca do bloku depo-
laryzacyjnego zaréwno w synapsach cholinergicznych, jak i ptytkach
nerwowo-miesniowych. Dichlorvos wywotuje tez zmiany niespecyficzne
w narzadach obwodowych bedace, jak sie wydaje, w pewnej zaleznosci
od zmian specyficznych. Z badan Reddy i Rao (1991); Dagaev i inni
(1991) wynika, ze intoksykacja dichlorvosem powoduje interferencje
z innymi niz AchE ukiadami enzymatycznymi, takimi jak dehydrogenaza
bursztynianowa, dehydrogenaza izocytrynianowa, dehydrogenaza mlecza-
nowa, dehydrogenaza pirogronianowa. Do niespecyficznych zmian, jak
mozna sadzi¢, nalezy zaliczy¢ zanotowane w niniejszych badaniach zmiany
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w zawartosci GSH w mozgu, krwi, watrobie i nerkach. Zmiany stezenia
tego trojpeptydu w watrobie i mézgu byly w pewnym zakresie réwnolegte
do zmian aktywnosci AchE mozgu i miesniu. Zredukowany glutation
jest tréojpeptydem (y-glutamylo-cysteinylo-glicyna) obecnym w przestrzeni
wewnatrzkomaorkowej wielu tkanek oraz w ptynach zewnatrzkomaérkowych
(Meister 1974). U szczurdéw fizjologiczna koncentracja GSH w osoczu
wynosi ok. 10 pm (gtéwnie jako zredukowany glutation). Stezenie jednak
GSH jest r6zne w krwi réznych naczyn krwionosnych. W v. hepatica jest
ono wyraznie wyzsze niz w V. rendis. Nerki sg miejscem ekskrecji GSH,

natomiast watroba miejscem jego syntezy. Obserwowany w niniejszych
badaniach wzrost stezenia GSH w mozgu, watrobie i krwi oraz spadek
zawartosci GSH w nerkach jest, by¢ moze, zwigzany z indukcjg syntezy
de novo lub/i obnizeniem przemiany GSH w tkankach peryferycznych,
istotnych z toksykologicznego punktu widzenia dla dziatania dichlorvosu.
Z badan Tate (1980) wynika, ze przemiany zredukowanego glutationu
tj. nieenzymatyczne przeniesienie wodoru z GSH na cysteinylobisglicyne
w watrobie i nerkach, w odrdéznieniu od krwi zachodzi w niewielkim
stopniu. Z badan O’Leary i Tracy (1991) wynika takze mozliwosc¢
bezposredniej interferencji dichlorvosu z uktadem GSH/GSSG, poniewaz
O-demetylacja dichlorvosu jest zalezna od glutationu poprzez glutatio-
nowa S-transferaze. Niniejsze rozwazania wymagajg potwierdzenia tego

w dalszych badaniach i szerszej analizy statystycznej.
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The Changes of Acetylcholinesterase (AChE) Activity
and Glutathione Concentrations in Selected Organs
Mice after Dichlorvos Exposure

Summary

The study was carried out on 4 month old mature male white mice
received intraperitoneale single doses of dichlorvos (6 mg/kg and
10 mg/kg). There was determined the activity of acetylcholinesterase in
the brain and the muscle homogenates (musculus quadriceps femoris).
There were determined the levels of glutathione in the blood serum,
liver, brain and kidneys’.

The statistic analysis of obtained results proved that both, single
doses of dichlorvos caused different reactions in male mice. Changes of
activity acetylcholinesterase and concentration glutathione in examined
tissues were dose dependent. Percent of inhibition AChE-activity after
1 hour of intoxication was the highiest. In the case of GSH maximal
effect was found after 3 hours of intoxication.
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