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NASA ISTRAZIVANJA NA PODRUC]JU
TOKSIKOLOGIJE PESTICIDA POSEBICE
SPOJEVA IZ GRUPE ANTIKOLINESTERAZA

M. VANDEKAR 1 B. SveTrLrLic¢1¢

Na temelju izbora radova s podruéja toksikologije pesticida prika-
zane su aktivnosti Instituta koje se odnose na razvijanje metoda, toksi-
kologiju organofosfornih spojeva, studij reaktivatora inhibitora kolin-
esteraze, toksikologiju karbamata te na terenska istraZivanja. Ti su ra-
dovi vrseni bilo s aspekta osnovnih istraZivanja bilo s neposrednim ci-
ljem unapredenja zaStite ljudskog zdravlja u toku primjene pesticida.

Prvi koraci na podrudju toksikologije pesticida ulinjeni na naSem
Institutu pred kojih etrnaest godina oznaduju ujedno i pocetak siste-
matskih eksperimentalno-toksikoloskih istrazivanja u naSoj zemlji. Raz-
vitak te relativno mlade grane eksperimentalne medicine u nas vezan
je, narotito u prvoj fazi, uz usku suradnju Instituta sa ToksikoloSkom
jedinicom Britanskog savjeta za medicinska istrazivanja u Carshaltonu.
Od’ velikog znadenja bila je i pomoé od strane Svjetske zdravstvene
organizacije u vidu stipendija i opreme laboratorija kao i sredstva
dobivena od Komisije za medicinsko-nauéna istrazivanja.

Danas na problematici toksikologije pesticida radi na Institutu, Sto
s punim $to djelomiénim radnim vremenom, desetak visoko kvalificira-
nih struénjaka. Radovi $to se odnose na analitiku i detekciju pesticida,
kineticka biokemijska istrazivanja, studij toksi¢nosti i mehanizma dje-
lovanja pesticida na sisavcima kao i terapijskog ucinka antidota pa na
probleme sigurne primjene pesticida objavljeni su u vise od stotinu
publikacija. Premda smo se u ovom prikazu nuzno osvrnuli samo na
manji dio radova, smatramo da ¢e oni dovoljno ilustrirati naSu aktiv-
nost u proteklim godinama.

1. RAZVIJAN]JE METODA
KoZu se smatra najvaznijim putem ulaska otrova u toku profesional-

ne ekspozicije pesticidima, stoga podaci o perkutanoj otrovnosti nekog
spoja vjernije odraZavaju njegovu potencijalnu opasnost nego oni do-
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biveni drugim putevima unoenja otrova. Medutim, eksperimentalni po-
stupci ocjene perkutane toksi¢nosti nisu ujednaceni i podaci dobiveni
u raznim laboratorijima znatno se razlikuju. U vezi s time istraZili
smo ucinak pripreme povrfine koZe §takora i uéinak nalina dermalne
aplikacije na otrovnost nekih organofosfornih spojeva. Uklanjanje
masnog sloja s ofiSane koZe leda Stakora 24 sata prije aplikacije otrova
nije imalo efekta na otrovnost parationa. Pokrivanje pak kontamini-
ranog mjesta politenskim listicem ili leukoplastom umanjilo je, medu-
tim, otrovnost parationa za oko 2, odnosno 3,5 puta. Pritom je bila
iskljutena moguénost ingestije otrova (1). Takoder smo utvrdili da
brzina apsorpcije otrova kroz koZu §takora zavisi od veli¢ine kontamini-
rane povrSine i koncentracije otrova. Brzinu prodiranja paraoksona
ocijenili smo na osnovu mjerenja aktivnosti kolinesteraze krvi otrova-
nih Stakora u Cestim vremenskim razmacima (2). Usporedivanjem inhi-
bicije kolinesteraze krvi $takora nakon perkutane aplikacije i one nakon
intravenozne infuzije, mogli smo odrediti stvarnu brzinu prodiranja
otrova. Brzina apsorpcije paraoksona na 4 cm? odgovarala je brzini
i.v. infuzije od 50-75 ug/kg/sat, a brzina apsorpcije iste doze otrova
sa Cetiri puta vele povriine brzini infuzije od 100-150 ug/kg/sat (3).

Buduéi da intravenoznom infuzijom moZemo u odredenoj mjeri imi-
tirati ulazak otrova putem koZe ili pluda, s time $to nam je u svakom
Casu poznata tatna koli¢ina unesenog otrova, za na$a smo istraZivanja
razradili metodu kaniliranja jugularne vene §takora. Ta nam metoda
sluzi 1 za pokuse koji zahtijevaju opetovanu analizu uzoraka krvi $ta-
kora (4).

Odredivanje stepena ckspozicije antikolinesteraznim insekticidima od
velikog je znaenja u zastiti radnika koji ta sredstva primjenjuju. Zbog
toga smo i dio naSih istrazivanja usmjerili na iznalaZenje pogodne
terenske metode za mjerenje aktivnosti kolinesteraze krvi, napose pri
ekspoziciji ljudi karbamatnim insekticidima (5, 6, 7, 8).

Takoder smo izradili metodu koja omoguéuje odredivanje slobodnog
inhibitora u cirkuliraju¢oj krvi. Mjerenjem u¢inka odredenog volumena
plazme otrovane Zivotinje na eritrocitnu kolinesterazu in vitro moZe se
dobiti uvid u perzistenciju inhibitora u organizmu.

2. ORGANSKI FOSFORNI SPOJEVI

Studij toksi¢nih svojstava organofosfornih insekticida zapoleli smo
u vrijeme naglog porasta njihove primjene u nafoj zemlji. Pored niza
manjih radova vezanih uz netom uvedene spojeve, detaljnije smo pro-
utavali ulinke izomera sistoksa i metasistoksa i njihovih derivata.
Cilj tih istraZivanja bio je da se nade razlog neslaganju u brzinama
spontane reaktivacije inhibiranog enzima in vive s onima in vitro.
Koriste¢i skupinu dimetilfosfatnih inhibitora, utvrdili smo da spojevi,
koji kao takovi ili kao aktivni njihovi metaboliti perzistiraju u organi-
zmu S§takora, stvaraju gotovo u cjelosti ireverzibilno inhibirani enzim,
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dok spojevi, koji ne perzistiraju, daju inhibirani enzim koji se relativno
brzo spontano reakt1v1ra Podrzavajuéi prolongiranom intravenoznom
infuzijom jednog inate neperzistentnog inhibitora (metilparaoksona)
razinu inhibitora u krvi konstantnom, postignut je isti udinak kao 1
jednokratnom aplikacijom perz1stentnog inhibitora. Ti su pokusi jasno
pokazali da je perzistencija vaZan faktor od kojeg zavisi karakter bio-
loskog udinka dimetilfosfatnih estera. Prema tome, LD, -vrijednosti
dvaju spojeva razliite perzistencije, premda ekviletalne prema defini-
ciji, ne mogu se smatrati i ekvitoksi¢nima; Zivotinje koje prezive LDy,
dozu bit ¢e osjetljivije na narednu ekspoziciju otrova kada se radi
o perzistentnom inhibitoru koji dovodi do ireverzibilne inhibicije en-
zima (9).

Pri istraZivanju toksi¢nog djelovanja sistoksa, metasistoksa i njima
srodnih spojeva zapazen je u nekih od ovih porast toksi¢nosti nakon
razredivanja s vodom ili pohranjivanja nerazrijedenog uzorka. Utvr-
dili smo da do porasta toksi¢nosti dolazi zbog stvaranja odgovarajuceg
sulfonijskog derivata procesom autoalkiliranja. Nadalje smo nasli da
su sulfonijski devati 100 do 1000 puta toksi¢niji pri intravenoznoj injek-
c1ji u poredenju s njihovim izvornim spojevima a isto je tako njihova
antikolinesterazna aktivnost za oko 1000 puta veéa (10, 11).

Pri radu s proci$¢enim izomerima metasistoksa primijetili smo izra-
ziti anesteticki u¢inak u Zivotinja injiciranih subletalnim intraveno-
znim dozama otrova. U vezi s tom pojavom istrazeni su i drugi organo-
fosforni spojevi slabog inhibitornog djelovanja te oni bez antikolineste-
razne aktivnosti. Na temelju dobivenih rezultata mogli smo zakljuditi
da organofosforni spojevi sa slabom antikolinesteraznom aktivno$éu
posjeduju izraziti anesteticki udinak, dok se s jac¢im inhibitorima koli-
nesteraze takav efekat ne moZe izraziti, jer bi doza potrebna da izazove
anesteziju bila znatno iznad letalne (12).

Istrazivanje specifi¢nosti enzima koji hidroliziraju organofosforne
sp0]eve vrSena su na serumu Covjeka. Nadeno je da serumi ljudi sadr-
zavaju najmanje dva enzima koja hidroliziraju armin i paraokson. Ti
su enzimi vezani na globulinsku 1 albuminsku frakciju. Globulinska
frakcija znatno sporije hidrolizira armin i paraokson nego albuminska
frakcija. Enzimi tih dviju frakcija razlikuju se i u termickoj stabilnosti:
enzim u albuminskoj frakciji znatno je stabilniji od enzima u globu-
linskoj frakciji (13).

3. REAKTIVATORI FOSFORILIRANE KOLINESTERAZE

IstraZivanja terapijskih ucinaka antidota pri otrovanJu organofosfor-
nim spojevima zapodeli smo 1957. god. uporediv§i zastitnu mo¢ prali-
doksima, diacetilnog monoksima 1 mon01zon1trozoacetona Od tih oksima
jedino je pralldokSIm bio djelotvoran novelav$i i. v. LDy, vrijednost
parationa u miseva za oko 2 puta a u $takora za oko 3 puta. Monoizo-
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nitroaceton je bio bez terapijskog efekta a diacetilni monoksim je $to-
vie povecao toksitnost parationa (14). Sinergisti¢ki toksi¢ki utinak dia-
cetilnog monoksima istrazili smo podrobnije prateéi aktivnost kolineste-
raze mozga otrovanih Zivotinja. Dok diacetilni monoksim injiciran sim
nije utjecao na aktivnost enzima a paration injiciran u odredenoj dozi
proizveo samo laganu inhibiciju, ista doza parationa uz istovremenu
aplikaciju diacetilnog monoksima znatno je smanjila aktivnost koline-
steraze. Pokusi iz vitro pokazali su da se ovaj sinergisti¢ki efekat mo¥e
objasniti ubrzanim prijetvorom parationa u paraokson u prisutnosti
diacetilnog monoksima.

Utvrdeni terapijski utinak pralidoksima na malim laboratorijskim
zZivotinjama testirali smo zatim na kuni¢ima, psima i konjima otrovanim
parationom. U tim smo pokusima mogli pratiti aktivnost kolineste-
raze uzimanjem uzoraka krvi u festim intervalima. Pralidoksim je u
konja i nakon 24-satne inhibicije eritrocitne kolinesteraze reaktivirao
dietilfosforilirani enzim, $to znati da za to vrijeme nije do$lo do pojave
starenja inhibiranog enzima u znatnijem opsegu. Isto tako nagli smo
da je potrebno ponavljati aplikaciju oksima buduéi da zbog relativno
spore konverzije parationa u aktivni inhibitor postignuto pobolj$anje
klini¢ke slike otrovanja kao i postignuta reaktivacija eritrocitne kolin-
esteraze ne moraju biti kona¢ni (15). Ti pokusi jasno pokazuju od
kolike je vaznosti poznavati perzistenciju antidota u organizmu u odnosu
na postojanost otrova ili njegovih aktivnih metabolita.

U narednom nizu istraZivanja testirali smo biolotke uéinke nekih
novo sintctiziranih oksima, derivata piridinijum-4-aldoksima i dobivene
podatke uporedili s djelovanjem piridinijum-6-aldoksim metiljodida
1 pralidoksima. Inhibitorna mo¢ pojedinih oksima prema kolinesterazi
znatno se razlikovala, a s time u skladu varirala je i njihova akutna
toksi¢nost. Isto su tako nadene razlike u njihovu reaktivatorsku udinku
in vitro na dietilfosforiliranoj kolinesterazi. Pritom je pralidoksim
pokazao najbolje reaktivacijsko djelovanje. Razlika u reaktivatorskoj
modi in vitro odrazila se i na njihovoj zaititnoj moéi in vivo. Pri kom-
biniranoj aplikaciji oksima i atropina terapijski utinak na $takore otro-
vane parationom bio je znatno povecan. I u ovim radovima istra%ili smo
distribuciju oksima i utvrdili, da ti spojevi ne prodiru u mozak $takora
u mjerljivim koncentracijama. Odredivsi dalje postojanost oksima u
jetri, miSicu i krvi Stakora, mogli smo zakljutiti da izrazita terapijska
vrijednost pralidoksima u odnosu na ostale testirane oksime potiva na
duljoj perzistenciji ovog spoja u krvi i mi$iéu (16, 17, 18, 19, 20).

U opseZnoj in vitro studiji istraZena je kinetika reaktivacije etil-
-etoksifosforilirane kolinesteraze s nekim dioksimima. Utvrdeno je
da sveukupna reakcija ne slijedi kinetiku reakcije drugog reda veé¢ da
slijedi jednadzbu postavljenu na osnovi hipoteze prema kojoj fosforili-
rani oksim djeluje kao inhibitor slobodne kolinesteraze (21).
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4. KARBAMATI

Studij toksikologije karbamata $to smo ga zapoteli 1961. god. odnosi
se na niz njihovih monometilnih i nekoliko dimetilnih derivata. Veéina
tih spojeva ukljuéena je u program evaluacije novih insekticida Svjet-
ske zdravstvene organizacije a neki su od njih, kao na pr. karbaril,
arprokarb i karbamult, veé nasli $iru primjenu u poljoprivredi i javnom
zdravstvu. Istrazujuéi bioloSka svojstva karbamata uporedili smo ih
redovno s djelovanjem organofosfornih spojeva. Naime, iako je za obje
grupe spojeva karakteristican isti tip biokemijske lezije, postojeée raz-
like su od velikog znaenja pri ocjeni opasnosti za ljude eksponirane
tim spojevima.

Inhibicija eritrocitne i serumske kolinesteraze monometilnim i dime-
tilnim karbamatima slijedi kinetiku bimolekularne reakcije kojoj je
jedan reaktant u suvisku (22, 23). Zbog spontane hidrolize karbamili-
ranog enzima uspostavlja se stacionarno stanje izmedu slobodne i
inhibirane kolinesteraze. Iz konstante ravnoteZe u stacionarnom stanju
i konstantne brzine inhibicije izratunata je konstantna brzina reaktiva-
cije. Konstantna brzina spontane reaktivacije koja predstavlja prijet-
vorni broj je reda veli¢ine 10-? min-! za eritrocitnu i 10-® min-! za
serumsku kolinesterazu.

Mjerenjem utjecaja pH na aciliranje eritrocitne kolinesteraze s
fosfatima i karbamatima dokazano je da je za aciliranje potrebna
samo jedna grupa na enzimu, kojoj je pK 10.25, a da grupa na enzimu
kojoj je pK 6.2 sudjeluje samo pri vezanju kationskih spojeva. Pri dea-
ciliranju eritrocitne kolinesteraze sudjeluju dvije grupe na enzimu,
a pH funkcije za karbamate i organofosforne spojeve su jednake (24).
Za aciliranje serumske kolinesteraze potrebna je samo jedna grupa na
enzimu (pK 7.7), bez obzira radi li se o karbamatima ili fosfatima i
bez obzira da li su spojevi neutralni ili kationski. Za deaciliranje serum-
ske kolinesteraze nije bilo moguée ustanoviti broj grupa na enzimu koje
sudjeluju u reakciji, a pH funkcije defosforiliranja razlidite su od pH
funkcija dekarbamiliranja (25).

Na osnovu teoretskih postavki usporedene su srednje doze koje proiz-
vode pocletne simptome (EDjy) 1 srednje letalne doze (LDs,) pet mono-
metilnih karbamata i dvaju organofosfornih spojeva nakon intraveno-
zne i intramuskularne aplikacije $takorima. Bez obzira na put aplikacije
otrova, raspon izmedu LDy, i ED;, vrijednosti bio je u monometilnih
karbamata znatno veéi nego kod organofosfornih spojeva, a to je u
skladu s razlikama u kinetici inhibicije kolinesteraze tih dviju grupa
spojeva. Rezultati pokusa su istovremeno nagovijestili da odredivanje
ED;, vrijednosti moZze pruziti korisne kvantitativne podatke pri upore-
divanju otrovnosti novih spojeva iz grupe antikolinesteraza (26). U
nastavku tih radova izvr$ili smo pokuse tolerancije triju monometilnih
karbamata pri razliitim brzinama spore intravenozne infuzije $takori-
ma. Dok je smanjenje brzine infuzije bilo praeno znatnim porastom
tolerancije u odnosu na letalnu dozu, prvi simptomi javljali su se nakon
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jednake koli¢ine infundiranog otrova, bez obzira na brzinu koritenja
infuzije. Za sva tri karbamata odnos izmedu doza potrebnih za letalni
ishod 1 onih potrebnih da izazovu prve simptome dosegao je pri brzinama
infuzije vrijednost od oko 50. U sli¢nim pokusima s paraoksonom, taj je
odnos bio nepromijenjen, bez obzira na brzinu infuzije i prvi simptomi
zapaZeni su tek posto su Zivotinje primile oko polovicu letalne doze (27).
Iz ovih rezultata mogli smo zakljuditi da ¢e — za razliku od organofosfor-
nih spojeva — prvi znakovi otrovanja nakon pretjerane profesionalne
ekspozicije karbamatima nastupiti daleko ranije nego Sto dode do
apsorpcije po Zivot opasne doze otrova.

Komparativni studij toksi¢nosti 10 monometilnih karbamata kao i
studij perzistencije inhibitora nakon aplikacije ekvitoksi¢nih doza (1
i. v. LDj;,) Stakorima pokazao je izrazite razlike s obzirom na obiljeZja
i trajanje kolinergi¢nih simptoma. Zapazene razlike u trajanju simpto-
ma bile su u skladu s rezultatima odredivanja perzistencije inhibitora u
krvi (28). Uporedbom inhibitorne moéi (I;,) i intravenozne toksi¢nosti
(LDj,) karbamata naden je koeficijent korelacije 0,89, a to govori da
se akutna toksi¢nost karbamata podudara s njihovom antikolinesteraz-
nom aktivno$éu i da se toksiénost tih spojeva moZe predskazati na te-
melju njihove inhibitorne moéi in vitro (29).

Uporedba simptoma i aktivnosti kolinesteraze mozga i plazme u
Stakora otrovanih arprokarbom otkrila su izrazitu povezanost pri ¢emu
je u pravilu kolinesteraza mozga bila jade inhibirana od kolinesteraze
plazme (30).

Pokusima iz wvitro na ljudskoj krvi utvrdili smo da je u nekih kar-
bamata (na pr. karbaril 1 arprokarb) afinitet prema kolinesterazi eritro-
cita daleko veti od onog prema kolinesterazi plazme, dok drugi (npr.
karbamult) inhibiraju oba enzima podjednako. Zbog toga treba pri
izboru metode za procjenu ekspozicije odredenom karbamatu uzeti u
obzir svojstva samog spoja (31). IstraZivanja na dobrovoljcima, kao i
opazanja s terena, potvrdila su da je aktivnost eritrocitne kolinesteraze
daleko osjetljiviji indeks pri ocjeni ekspozicije arprokarbu (32).

5 TERENSKA ISTRAZIVANJA I OSTALI PRILOZI
SIGURNOM KORISTEN]JU PESTICIDA

Posljednjih pet godina institutski struénjaci opetovano sudjeluju
pri terenskim istrazivanjima novih insekticida obuhvaéenih programima
Svjetske zdravstvene organizacije. Njihov je zadatak bio da uz pomoé
klinickih i laboratorijskih metoda ocijene sigurnost primjene insekticida
za eksponirane radnike i stanovnike. Ujedno su u tim akcijama evalu-
irane metode za mjerenje ekspozicije odredenom insekticidu kao i
efekat i sprovodljivost pojedinih zastitnih mjera u tetkim klimatskim
uvjetima (33, 34, 35). Sli¢na ocjena stepena ekspozicije radnika jednom
organofosfornom insekticidu izvriena je nedavno u jednoj naSoj ke-
mijskoj industriji (36).
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Doprinos Instituta na podrudju sigurne primjene pesticida u na$oj
zemlji dali su suradnici u vidu revijskih prikaza a koji su obuhvatili
metodiku mjerenja aktivnosti kolinesteraza (37, 38, 39), kliniku i tera-
piju otrovanja pesticidima (40, 41, 42, 43, 44, 45, 46) i zatitu poljo-
privrednih radnika pri radu s pesticidima (47).
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