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Ispitan je uticaj pesticida lindana, binapakrila i parationa na: sadraj cito-
hroma Py, glutationa, sulf- i methemoglobina, aktivnosti lipoperoksidaze,
ksantinoksidaze i transaminaza (SGOT i SPGT). Takode je ispitivano njihovo
delovanje na relativau masu jetre i vijabilnost izolovanih hepatocita. Eksperi-
mentalne Zivotinje su bili pacovi rase Wistar a merenja su vrSena u homoge-
natu jetre i izolovanim vijabilnim hepatocitima. Lindan je u homogenatu jet-
re i izolovanim vijabilnim hepatocitima smanjio sadrzaj glutationa 1 aktivnost
ksantinoksidaze. Poveéana je masa jetre i sadrZaj citohroma P, dok je kod
izolovanih hepatocita smanjena vijabilnost éelija i sadrzaj citohroma Pys,. Bi-
napakril je uticao na smanjenje sadrZaja glutationa i aktivnost ksantinoksida-
ze a povecao je aktivnost lipoperoksidaze u ogledu sa homogenatom jetre i u
izolovanim hepatocitima. Takode je poveéao sadraj citohroma P50 i povecao
smrtnost Celija kod izolovanih hepatocita, a u in vivo pokusu smanjio je sad-
rZaj citohroma P,s, i poveéao masu jetre. Paration je povecao sadrzaj citohro-
ma Pys, i aktivnost lipoperoksidaze a smanjio sadrzaj glutationa u oba ogleda.
Smanjio je vijabilnost hepatocita, a poveéao masu jetre. Aktivnost ksantinok-
sidaze je smanjio u ogledu sa izolovanim hepatocitima, a povecao u homoge-
natu jetre. Sva tri pesticida su smanjila sadr¥aj glutationa u krvi, dok na ostale
ispitivane parametre u krvi nisu bitnije uticali.

Metabolizam i uticaj pesticida binapakrila, lindana i parationa na Zive organizme i po-
red brojnih istraZivanija nije potpuno razja¥njen. Poznato je da se biotransformacija ovih
pesticida vr$i sa citohromom P, koji je terminalna oksigenaza polisupstratnih oksige-
naza. Aktivnost citohroma P, i polisupstratne oksigenaze zavisi od vrste, pola, genet-
skog nasljeda, hormonalne ravnote¥e, ravnote¥e ishrane i sl. (1, 2), to potvrduju razlike
u rezultatima dobivenim iz brojnih istraZivanja za ove pesticide (3 —8).

Lindan — heksaklorocikloheksan ima osam izomera, hemijski i fizi¢ki razli¢itih
osobina, od kojih je najtoksiéniji y-izomer. Oralna doza LD;, lindana je za pacova
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125 mg/kg T.M. Prilikom biotransformisanja lindana nastaju metaboliti koji su
reaktivniji i od same polazne supstance (5).

Binapakril — [2,4-dinitro,6-(2-butil)—fenil-3,3-dimeti1] akrilat inhibira oksidativnu
fosforilaciju i sintezu ATP, $to rezultira glikolizom i smanjenjem glikogena u jetri i mi-
%i¢ima. Dovodi do hipertermije i deluje na centralni nervni sistem (9). LDs, za pacove je
161 +25 mg/kg T.M.

Paration — [0,0-dietil-o-(p-nitrofenil)]-tionofosfat spada medu najznacajnije organo-
fosforne insekticide. Toksiénost parationa je zasnovana na inhibiciji holinesteraze, kata-
laze, peroksidaze, lipaze i drugih esteraza (6, 10, 11). LD;, za pacova iznosi 6,4 mg/kg
T.M. Za inhibiciju enzima parationom odgovoran je metabolit paraokson koji nastaje
biotransformacijom parationa na citohromu Py, (7— 9). Kod pacova muZjaka javljaju se
i drugi toksiéni metaboliti: p-aminofenol i p-nitrofenol.

Cilj naseg rada je bio da se vidi uticaj binapakrila, lindana i parationa na biotransfor-
macijske i konjugacione procese u jetri i uopste njihovo delovanje na organizam, odre-
divanjem nekih biohemijskih parametara u razliitim biologkim model sistemima. Kao
model sisteme koristili smo homogenat jetre, suspenziju vijabilnih hepatocita i krv. Is-
pitivani su sledeci parametri u homogenatu jetre i hepatocitima: sadrZaj citohroma Ps, i
glutationa, aktivnost ksantinoksidaze i lipoperoksidaze, vijabilnost hepatocita, tj. relativ-
na masa jetre. U krvi je odredivan sadrZaj glutationa sulf- i methemoglobina i aktivnost
transaminaza.

MATERIJAL I METODE

Istra¥ivanja su vréena na belim pacovima soja Wistar, polno zrelim, telesne mase od
200 do 400 g, oba pola, koji su imali slobodan pristup hrani i vodi. Svi eksperimenti u
ovom radu su izvedeni u tri vrste pufera:

— Hank-1 pufer, pH 7,4; 134 mM NaCl; 0,49 mM KCl; 0,813 mM MgSO4 x 7
H,0; 0,337 mM Na,HPO, x 2 H,0; 0,441 mM KH,PO,; 26 mM NaHCOj; 0,5 mM
EGTA (etilenglikol bis (beta-aminoetil eter) N,N’-tetraoctena kiselina); 12,6 mM HE-
PES (N-2-hidroksietil-piperazin-N’-2-etansulfonska kiselina); Hank-2 pufer: 100 cm’
Hank-1 pufera sa 150 mg kolagenaze i 0,4 mM CaCl, x 2 H,0.

— Krebs-bikarbonatni pufer, pH 7,4; 4,2 mM NaCl; 48 mM KCI; 0,96 mM
KH,PO,; 1,2 mM MgSO; x 7 H,0; 4,2 mM CaCl, x H,0; 24 mM NaHCO;.

— TRIS . HCI pufer (TRIS-(trihidroksimetil)-aminometan), pH 7,4: 50 mM TRIS.
HCI se rastvori u 250 mM saharoze koja sadr#i 150 mM KCl i 10 mM MgCl,.

Za istra¥ivanja su koris¢eni sledeci pesticidi: binapakril (»Zupa« — Krusevac), lindan
(»Zorka« — Sabac), i paration (»Pliva« — Zagreb) u obliku ¢istih spojeva. Izolovanje sus-
penzije hepatocita je vrieno po metodi Moldeusa i saradnika (12). U vijabilne netretira-
ne hepatocite dati su Cisti spojevi pesticida u kolicini 1,4 x 10~* mol/2 x 10° Celija/ml za
lindan, 1,1 X 10~ mol/2 x 10° éelija/ml za paration i 1,8 X 10~4 mol/2 x 10° ¢elija/ml za
binapakril. Hepatociti su sa ovim pesticidima inkubirani 3 sata na 37°C i zatim su odre-
divani navedeni biohemijski parametri (ogled in vitro).

Za ogled in vivo (homogenat jetre) pacovi su pet dana (jednokratna doza) tretirani
oralno suspenzijom pesticida u fizioloSkom rastvoru. Koli¢ine pesticida na kg telesne
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mase su bile: 1,4 x 102 mola za lindan, 1,1 x 10~% mola za paration i 1,8 X 10~? mola za
binapakril. Pacovi su u toku tretmana imali slobodan pristup hrani i vodi, a kontrolne
Zivotinje su tretirane fizioloskim rastvorom. Sestog dana su Zivotinje #rtvovane, uzeta je
jetra i krv i odredivani su navedeni biologki parametri. Vijabilnost hepatocita je odredi-
vana metodom sa Trypan blue. SadrZaj citohroma P,5, meren je po metodi Matsubare i
saradnika (13). Aktivnost ksantinoksidaze je odredena metodom Bergmeyera (14), aktiv-
nost lipoperoksidaze metodom Buega i Austa (15), sadr?aj glutationa u homogenatu jet-
re i izolovanim hepatocitima odredivan je sa DTNB (ditiobisnitrobenzojeva kiselina) po
metodi Kapetanovica (16), dok je sadrzaj glutationa u krvi odredivan po metodi Beutlera
(17). Procenat sulf- i methemoglobina (od ukupnog hemoglobina) je odreden po metodi
Stanulovica (18), a transaminaze po metodama Karmena (19) i Wroblewski i La Due
(20), dok je sadrZaj proteina meren biuret metodom modifikovanom po Gornalu (21).
Dobiveni rezultati su obradeni statisti¢ki Studentovim t-testom.

Sva biohemijska merenja su vriena spektrofotometrima PYE UNICAM SP 1800 i
SPECOL 21 VEB, CARL ZEISS JENA u kivetama s opti¢kim putem od 1 ¢m i volu-
menom od 3 cm’. Vijabilnost je praéena Zeissovim binokularnim mikroskopom. Izolo-
vanje hepatocita je vrSeno miniproto¢nom peristaltickom pumpom TIP S-32 UNIPAN,
Varsava. StatistiCka obrada je uradena na ratunaru DELTA 340/11.

REZULTATI

Lindan u koncentraciji od 1,4 x 10~% mol/2 x 10° éelija/ml, posle inkubacije od 3 sa-
ta sa izolovanim vijabilnim hepatocitima je pove¢ao sadrzaj citohroma P, smanjio
sadrZaj glutationa i aktivnost ksantinoksidaze, smanjio vijabilnost ¢elija i nije menjao
aktivnost lipoperoksidaze (rezultati su dati u tabeli 1). U tabeli 2.su prikazani rezultati
dobiveni tretiranjem pacova lindanom (5 dana sa 1,4 x 10~3 mol/kg T.M./dan). Ovde je
sadrZaj citohroma P,,, smanjen kao i glutation, smanjena je aktivnost ksantinoksidaze a
povecana lipoperoksidaza i poveéana ja masa jetre. U krvi lindan nije menjao aktivnost
transaminaza, nije poveavao procenat sulf- i methemoglobina, a smanjio je sadr7aj glu-
tationa (tabela 2).

Binapakril u ogledu i vitro u koli¢ini od 1,8 x 10~ mol/2 x 10¢ ¢elija (rezultati su
dani u tabeli 1) povecao je sadrZaj citohroma P,y i aktivnost lipoperoksidaze, jako pove-
¢ao smrtnost Celija, a smanjio sadrZaj glutationa i aktivnost ksantinoksidaze. U ogledu sa
homogenatom jetre /7 vivo u koli¢ini od 1,8 x 103 mol/kg T.M./dan, posle 5-dnevnog
tretmana (rezultati su dani u tabeli 2) binapakril smanjuje sadr?aj citohroma P,,, i sad-
rZaj glutationa, kao i aktivnost ksantinoksidaze a poveéava aktivnost lipoperoksidaze i
masu jetre. Binapakril u krvi nije menjao aktivnost transaminaze, niti sadr?aj sulf- i
methemoglobina, a smanjio je sadrZaj glutationa (tabela 2).

Paration u ogledu in vitro (izolovani vijabilni hepatociti, tabela 1), u koliini od
1,1 X 10~* mol/2 x 10° éelija/ml, povecao je sadrZaj citohroma P, i aktivnost lipoperok-
sidaze, a smanjio sadrzaj glutationa, vijabilnost hepatocita i aktivnost ksantinoksidaze. Iz
homogenata jetre pacova tretiranih parationom, 5 dana u koli¢ini od 1,1 x 10~3 mol/kg
T.M./dan (rezultati su dati u tabeli 2) dobiveni su sledeéi rezultati: povecanje sadrzaja ci-
tohroma P, i povecanje mase jetre, smanjenje sadrzaja glutationa i povecanje aktivnos-
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ti ksantinoksidaze i lipoperoksidaze. Transaminaze nisu povecane u krvi, kao ni methe-
moglobin, povecan je sadrZaj sulfhemoglobina i smanjio se sadrzaj glutationa (tabela 2).

Tabela 1.

Uticaj pesticida na neke biobemijske parametre izolovanib vijabilnib hepatocita nakon trolasovne in-
kubacije. Kolicina spojeva je navedena u tekstu.

Ispitivani biohemijski

patameti Kontrola Lindan Binapakril Paration

Citohrom Pgs,
nmol/2 - 10° Celija

GSH
nmol/2- 106 Celija

0,29+0,01 0,39 40,022 0,54 +0,12° 0,65 +0,064

30,89 + 4,27 21,64 +1,30° 1530+2,319  17,94+3,224

Aktivnost ksantinoksidaze

nmol/2 - 106 éelija/min 542£0,11 1,67 £0,06¢ 2.30:0,11° 1,67 +£0,19

Aktivnost lipoperoksidaze

A + == ,50+0,18° 350,
amol/2- 10° éelija/min 0,27 £0,01 0,28 +0,03 0,50+0,18 0,35+0,07

Vijabilnost

S o A + a + +2,504
W4 ‘mirksily Gelii 23,75+2,50 30,00 + 4,08 76,00+8,13 68,75+2,50

Rezultati predstavljaju srednje vrednosti = SD od pet uzoraka
t-test: * p<0,05; > p<0,02; € p<0,01; ¢ p<0,001

DISKUSIJA

Uticaj pesticida lindana, bipanakrila i parationa na aktivnost jetrenih enzima i kapa-
citet metabolisanja je u najve¢em broju sluéajeva ispitivan in vivo (3, 4, 6,:10;11,:22,23),
mada je dosta podataka dobijeno i iz ogleda in vitro (5, 7, 8).

Poznato je da se metabolizam lindana vrsi sa citohromom Pys, (5, 24) i da su njegovi
metaboliti toksi¢ni. Poveéanje sadrZaja citohroma P, u ogledu in vitro ukazuje da lin-
dan ili njegovi metaboliti mogu biti induktori ovog enzima kao i polihalogenovani bife-
nili (1). Nepovecavanje sadrzaja citohroma P, u ogledu i vivo moze da bude posledica
neadekvatne doze i delovanja celog organizma na transformaciju i eliminaciju. Smanje-
nje sadrZaja glutationa (u sva tri ogleda) pokazuje da eliminacija lindana i njegovih me-
tabolita ide veéim delom preko konjugacije sa glutationom. Smanjenje aktivnosti ksan-
tinoksidaze u oba ogleda (u homogenatu jetre i izolovanim hepatocitima), a povecanje
aktivnosti lipoperoksidaze in vivo pokazuje da se nastali radikali verovatno transformisu
preko lipoperoksidaze. Poveéanje lipoperoksidazne aktivnosti u uslovima smanjene
koncentracije glutationa je poznato, jer glutation ima zastitnu ulogu u sprecavanju pe-
roksidacije lipida (25). Lindan u datoj koli¢ini nije jako toksi¢an jer smrtnost Celija je

30%.
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Tabela 2.

Delovange pesticida na neke biobemijske parametre jetre i krvi nakon petodnevnog tretmana. Kolicina
spojeva navedena je u tekstu,

Ispitivani biohemijski

parametri Kontrola Lindan Binapakril Paration

Citohrom P,
nmol/mg proteina

GSH
nmol/mg proteina

0,96 + 0,04 0,73 + 0,044 0,64+0,074 1,04+ 0,04

11,53+0,16 8,3140,58¢ 8,71+1,53b 8,07 +0,59¢

Aktivnost lipoperoksidaze

) " 1,17 40,01 3,62+0,024 1,70 +0,06¢ 1,67 £0,024
nmol/mg proteina/min
aditont im0 L15£0,06*  1,05£006¢  1,50+0,05
nmol/mg proteina/min
Relativna masa jetre 3,73£0,57 4,30+0,18 4,02£0,16 4,17+0,14
.SGOT . 3 227,33+£44,07 209,16+25,46 191,75+11,35 196,50+ 9,65
intern. jed./dm’ seruma
SPGT
+ - +

intern. jed./dm? seruma 43,40+ 6,47 39,00 4,16 38,00+ 1,63 37,00+ 3,46
GSH d d d

3 . 2 0,96 £ 0,04 0,66 0,08 0,52+0,08 0,35 £0,04
pmol/dm? eritrocita
Met Hb
% od ukupnog 0,85+0,18 0,90%0,17 0,99%0,17 1,06 0,32
hemoglobina
Sulf Hb
% od ukupnog 0,96 £0,12 1,131+0,26 1,06 +0,31 1,89+0,22
hemoglobina

Rezultati predstavljaju srednje vrednosti + SD od pet uzoraka
t-test: 2 p<0,05; b p<0,02; ¢ p<0,01; d p<0,001

Binapakril svojim delovanjem na neke osnovne enzimatske sisteme kao §to je oksi-
dativna fosforilacija i sinteza ATP sigurno osteuje Celiju i remeti metabolizam (9). U
ogledu in vitro povecava sadrZaj citohroma Py, a u ogledu in vivo ne, §to znadi da veo-
ma sli¢no deluje na ovaj enzimski sistem kao i lindan. Veliko povecanje aktivnosti lipo-
peroksidaze u nasim ogledima sa binapakrilom moZe da se objasni prisustvom nitro-
-grupa koje su veoma reaktivne i ¢ija redukcija ide preko anjon radikala (26), koji mogu
da deluju kao inicijatori peroksidacije lipida. Ovaj spoj je toksiCan za Celiju jer smrtnost
izolovanih hepatocita posle tri sata inkubacije iznosi 76%, $to moe da bude i posledica
lipoperoksidazne aktivnosti, koja dovodi do odtecenja Celijskih membrana.
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Paration sadr#i takode nitro-grupu Cija transformacija (kao i kod binapakrila) moZe da
ide preko anjon radikala i da tako izazove povecanje lipoperoksidazne aktivnosti (ta-
bela 1. 2), dok poveéanje sadrzaja citohroma Py, u oba ogleda ukazuje na mogucnost
da je paration dobar induktor citohroma P, jer je poznato da su veéina aromati¢nih je-
dinjenja induktori citohroma P 5, 0dnosno P (1). Toksiénost ovog insekticida se ogle-
da u poveéanju smrtnosti Celija (68,7% mrtvih Celija), Sto moZe takode biti posledica
povecane lipoperoksidazne aktivnosti (mada statisticki nije znalajna u ogledu in vitro).

Sva tri pesticida smanjuju sadrZaj glutationa u oba ogleda (sa homogenatom jetre i
hepatocitima). Ovo je najverovatnije posledica konjugacije ispitivanih pesticida sa hepa-
tickim glutationom i predstavlja osnovni put njihove detoksifikacije.
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Summary

PESTICIDES AND THE BIOCHEMISTRY OF THE LIVER

The effects of various pesticides (lindane, binapacrile and parathion) on the content of
cytochrome Py, and glutathione, and on the activity of lipoperoxidase, xanthine oxidase and
transaminases (SGOT and SPGT) were examined. Other parameters, such as the relative liver
mass and hepatocyte viability were also estimated. All the studied parameters in the liver
homogenate and in hepatocytes were changed by binapacrile, whereas in blood only the
glutathione level was altered. Lindane produced an effect on all the parameters. In hepatocytes it
did not affect only the lipoperoxidase activity. In the blood it changed only the level of
glutathione content. Parathion, in the liver homogenate, changed all of the parameters examined,
whereas in hepatocytes only lipoperoxidase activity remained unchanged. In the blood parathion
caused a slight increase in the sulphhaemoglobin level and decreased the glutathione content.
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