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Lipolytic Activity in Dog’s Blood Plasma after Acute Intoxication with Foschlor

Zwigzki fosforoorganiczne (zfo) — inhibitory ,enzymoéw serynowych” prowa-
dzag w organizmie zwierzat do zaburzen metabolicznych i objawbéw klinicznych,
zwigzanych z gromadzeniem si¢ endogennej acetylocholiny, powstalej w wyniku
unieczynnienia acetylohydrolazy acetylocholiny E.C.3.1.1.7. (AcChE) i acylohydrolazy
acylocholiny E.C.3.1.1.8. (ChE). Wilasciwosci tej przypisywany jest wplyw na homeo-
staze i glébwny mechanizm zatrucia (1, 8—10, 13—19).

Enzymy lipolityczne, podobnie jak ChE, sg aktywnie wydzielane do ukladu
krazenia i stuzg fizjologicznej funkcji krwi (6). Wykazano, ze in vitro zfo hamujg
lipolize (3—5, 12), a mechanizm tej inhibicji, jak przypuszcza Aldrige (2), jest
taki sam jak w przypadku ChE. Przypuszcza sie tez, ze inhibicja lipolizy przez
2fo — Paraoxon moze byé przyczyng zej$é $miertelnych w pézniejszych stadiach
intoksykacji (5), a takze, ze $mieré embrionéw pasozytéw, u ktérych nie wykrywano
ChE, moze byé wynikiem zahamowania lipolizy przez zfo (12). Kontrowersyjne sg
wyniki badan przeprowadzone na brojlerach, u ktérych przy ostrym i chronicznym
zatruciu Ekatinem stwierdzono hiperlipidemie, powstala w wyniku zaburzen meta-
bolicznych ustroju z lipolizy tluszczéw zapasowych (7). Poniewaz ptaki wykazuja
Znaczng tolerancje na zfo (7), a u ssakéw zakres manifestacji klinicznych po po-
daniu zfo zalezy od wielu czynnikéw i czesto dawki lecznicze zfo powoduig ciezkie
objawy zatrucia (16), postanowiono zbadaé aktywmnosé lipolityczng osocza krwi
U pséw w warunkach krytycznych, tj. po jednorazowym podaniu letalnej dawki
zfo — Foschloru.

Foschlor (Dipterex, Trichlorofon) 0.0-dwumetylo-1-hydroksy-2.2.2.-tréjchloroety-
lofosfonian-(PCl) stosuje sie do zwalczania pasozytébw u rodlin i zwierzgt. Zagad-
Nieniami toksyczno$ci PCl u zwierzat zajmuje sie Instytut Nauk Fizjologicznych
AR w Lublinie (10, 15—19).
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MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 11 psach réznych ras w wieku 1—2 lat, ciezarze
ciala 12—20 kg. Podzielono je na dwie grupy: doswiadczalng i kontrolng. Psom
obydwu grup w narkozie eunarkonowej (0,3 ml Eunarkonu/kg ciezaru ciala) odsta-
niano tetnice udowa, z ktérej pobierano na krystaliczng heparyne prébki krwi do
oznaczen. W czasie 0 tuz po podaniu narkozy pobierano 30 m! krwi w celu ozna-
czenia zktywnosci wyjsciowej enzymu. Nastepnie 9 psom z grupy dos$wiadczalnej
podano domigs$niowo PCl (rozpuszczony w glikolu propylenowym i etanolu w sto-
sunku 1:1:1) w jednorazowej dawce 500 mg PCl/kg tiezaru ciata «(DLygp). . Po
uptywie 15, 60 i 120 min. od chwili iniekcji PCl pobierano z tetnicy 30 ml krwi
do oznaczen.

Dwa psy oznaczone K; i K; stanowily kontrole. Psom tym podano Eunarkon.
Psa K, skrwawiano. Do 800 mi krwi (z heparyng) dodano 400 mg PCl, krew umiesz-
czano w termostacie w temp. 37°C, a nastepnie po uplywie 15, 60 i 120 min. po-
bierano 30 ml krwi do oznaczen. U psa K; pobierano z tetnicy udowej w czasie
15, 60 i 120 min. 30 ml krwi, do ktérej natychmiast dodawano po 30 mg PCI.

Obserwacje w grupie kontrolnej mialy na celu ustalenie: 1) czy PCl wywiera
bezposredni wplyw na uklad lipolityczny osocza (K, Kjy); 2) czy kilkakrotne po-
bieranie krwi do oznaczen w stosunkowo krétikim czasie powoduje zmiany w akiyw-
nosci lipolitycznej osocza (K;) oraz 3) czy zageszczenie krwi spowodowane uciecz-
kg wody z ukladu krgzenia w wyniku wzmozonego wydalania plynéw ($linlenie,
lzawienie, odruchowe oddawanie kalu i moczu) 'przez'p‘sy po zatruciu PCl wy-
woluje zmiany w systemie lipolizy osocza (K;). Ze wzgledu na to, ze w badaniach
stosowano PCl rozpuszczony w glikolu propylenowym i etanolu (rozpuszczalniki
organiczne mogg w formach .uzytkowych zfo wplywaé na ich toksycznos$é in vivo),
w ukladzie doSwiadczen nalezalo przyjaé jako preparat czynny pelny roztwor PCL
I zrezygnowaé z jeszcze jednej kontroli, ktéra moglaby sie wydawaé potrzebna
(a mianowicie psa, ktéremu podano by mieszaning glikolu propylenowego i etanolu
bez PCI). ’

Aktywnos¢ lipolityczng osocza krwi ALp oznaczano w oparciu o metode opi-
sang przez Sliwinska. Sklad mieszaniny reagujacej i oznaczenia przeprowadzono
SciSle wedlug wskazan autora metody (11). Za jednostke aktywnosci lipolitycznej
przyjeto proponowang przez Sliwinska jednostke dla lipazy, tj. 0,1 ml 0,001 N NaOH,
odpowiada to mikror6wnowaznikowi (uEq). ALp wyrazano w pEq¢/min/ml.. Do-
kladno$é metody sprawdzano przeprowadzajac 10 oznaczen tej samej probki. Wspbi-
czynnik zmiennosSci tych wynikéw wynosil 15,7%. Wszystkie oznaczenia przepro-
wadzano 3-krotnie. Wyniki stanowig $rednig arytmetyczng tych oznaczén. Odczyn-
niki do oznaczen (poza oliwg z oliwek i Foschlorem) zastosowano czyste p.a. Fos-
chlor otrzymano z Zakladéw Przemysiu Bioweterynaryjnego w Gorzowie Wikp.

WYNIKI I OMOWIENIE

Jednorazowa domie$niowa iniekcja PCL (w dawce 500 mg/kg cigzaru
ciata) powodowala u pséw po uplywie 10—25 min. od momentu podania’
pestycydu objawy zatrucia o dzialaniu muskarynowo-nikotynowym: iza-
wienie, obfity $linotok, wyciek $§luzowy z nosa, wzmozong perystaltyke,
odruchowe oddawanie moczu czasem kalu, wlékienkowe drzenie miesni,
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ich toniczno-kloniczne skurcze oraz zaburzenia rytmu serca i oddechow.
Zgon pséw nastepowal po uptywie 2—3 godzin.

Rezultaty oznaczen ALp w osoczu krwi wszystkich uzytych do badan
pséw zamieszczono w tab. 1. Na podstawie danych mozna stwierdzi¢, ze
1) u wszystkich psow grupy doswiadczalnej ALp osocza krwi rosnie w
miare uptywu czasu doswiadczenia; 2) wartosci liczbowe ALp w czasie O’

Tab. 1. Warto$ci aktywnosei lipolitycznej (Alp=7Eq/min./ml) w osoczu krwi u pséw

po ostrym zatruciu Foschlorem (warunki reakcji wg opisu podanego w metodach)

Level of the lipolytic activity (Alp=nEq/min/ml) in blood plasma in dogs after acute
poisoning with Foschlor (conditions of the reaction as described in methods)

Aktywnos$é specyficzna w czasie

Nr
o 15’ 60 120
1 315,5 386,8 833,3 2666,0
2 71,3 125,0 154,6 184,5
) 21,6 58,6 114,2 398,2
4 50,0 93,3 213,3 276,6
5 66,6 183,3 700,0 1260,0
6 56,6 183,3 260,0 243,0
1 26,6 80,0 233,3 286,6
8 36,6 56,6 213,3 260,0
9 36,6 123,3 2086,6 290,0
10x; 130,0 136,0 130,0 140,0
11y 168,0 166,6 160,0 166,6

wykazuja znaczny rozrzut osobniczy oraz roézny u poszczegoblnych psow
wzrost ALp w czasie doswiadczenia; 3) PCL nie wplywa bezposrednio na
ALp osocza krwi (K, i Kj); 4) pobieranie 30 ml krwi w stosunkowo krét-
kim czasie (K;) oraz uirata wody i zageszczenie krwi (K, i K,) nie powo-
duja zmian ALp w osoczu krwi u psow. Konfrontacje wynikéw dotycza-
cych istotnosci zmian ALp po podaniu psom PCL przeprowadzono
stosujgc analize wariancji w klasyfikacji pojedynczej (20). W celu zredu-
kowania strat informacji o reakcji psow wynikajacej ze zmiennosci osob-
niczej dane tab. 1 zostaly przeksztalcone, a mianowicie warto$ci pomiaru
dla kazdego psa wyrazone zostaly w % ALp w czasie O (tab. 2). Analize
Wwariancji dla ALp przedstawia tab. 3. Z danych tab. 2 i 3 analizowanych
Przy pomocy metody Tuke’a (20) — poréwnywania kilku srednich —
wynika, ze na poziomie istotnosci a=0,001 zmiany ALp sa wysoce istotne
1 wystepuja miedzy kazdymi dwoma sgsiednimi czasami oznaczen.
Przeprowadzone w niniejszej pracy badania wykazaly, ze ciezkie za-
trucie PCL prowadzi u pséw do zaburzen w ALp osocza krwi. Wyrazem
ich jest nasilajacy sie w miare uplywu czasu od chwili podania pestycydu
statystycznie wysoce istotny (0=0,001) wzrost ALp. Na wyniki ALp
Otrzymane w niniejszej pracy rzutuje w gléwnej mierze aktywnoéc hy-



108 Tadeusz Mierzejewski, Beata Stowikowska, Alicja Kurek

Tab. 2. Wartosci aktywnosci lipolitycznej (Alp) jako procent Alp w czasie 0
Level of the lipolytic activity (Alp) as per cent of the Alp in 0’ time

Czas
Nr
15 60" 120
b! 123 264 843
2 162 200 239
3 271 527 1838
4 187 427 553
. 275 1 050 2 040
€ 324 459 429
7 300 875 1075
8 155 582 709
9 336 564 791
Suma 2133 4 948 8517
Srednia 237 549,78 946,33
Suma
kwadratow 557 305 3 305 380 11 081 451
Tab. 3. Analiza wariancji Alp
Variant analysis of Alp
Zrbdlo v ns? v F F, 0,001
zmiennosci b D 1252
Czas
(w min.) Vob =2 2 274 720,07 1137 360,04 7,461 3,745
Blad ve=24 3 658 393,56 152 433,07 e —
Catosé vy =26 59033 113,63 — — —

drolazy estrow glicerynowych (substrat wysycajacy mieszanine reagu-
jaca — oliwa z oliwek), regulowanej przez system cyklazy adenilowej,
kinaz biatkowych i fosfodwuesterazy, ktory konwertuje enzym nieaktyw-
ny w aktywny ufosforowany. Na podstawie naszych badan mozna przy-
puszczac, ze indukcja ALp w osoczu krwi u pséw po letalnej dawce PCL
nie powstaje w wyniku bezposredniej aktywacji przez pestycyd systemu
fosforylujacego hydrolaze estrow glicerynowych ani tez przez bezposred-
nie ufosforowanie lipazy przez PCL. U psow kontrolnych K, i K, in vitro
nie obserwowano zmian w ALp. Mozna zatem sadzi¢, ze PCL in vivo
wplywa tylko posrednio na mechanizm fosforylacji enzymu manifestu-
Jacego sie wzrostem ALp w osoczu krwi.

Odmienne wyniki od naszych otrzymano w badaniach prowadzonych
przy zastosowaniu Paraoxonu. Wykazano w nich, ze hamuje on lipolize
w komérkach tluszczowych (4, 5) i embrionach pasozytéw (12). Inhibicje
lipolizy przypisano bezposredniemu wspéldziataniu lipazy tréjglicerydo-
wej z pestycydem, poniewaz Paraoxon nie hamowal funkcji enzyméw
fosforylujacych biatka (5).
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PCL in vitro, jak wykazaly nasze oznaczenia, nie hamowatl lipolizy
w osoczu krwi psow (K, i K;), nie wspoldzialal wiec bezposrednio z lipazg
trojglicerydows osocza. By¢ moze odmienne jest dzialanie PCL od Pa-
raoxonu na hydrolaze estréw glicerynowych. Trudno jest na podstawie
naszych badan ustosunkowac¢ si¢ jednoznacznie do tego, tym bardziej ze
badania prowadzono w réznych ,,ukladach biologicznych” na niefrakcjo-
nowanym materiale enzymatycznym. Natomiast in vivo (grupa psow do-
$wiadczalnych) otrzymane przez nas wyniki przemawiaja za obserwacja-
mi poczynionymi przez K adzioltke i wsp. (7), ktérzy wykazali w oso-
czu krwi brojlerow po ostrym zatruciu Ekatinem hiperlipidemie powsta-
lg — jak sadza autorzy — w wyniku lipolizy tluszezéw zapasowych,
Wwyrazona w osoczu krwi ptakow poprzez znamienny wzrost stezenia wol-
nych kwasow tluszczowych (o 135,24%), a takze tluszczu calkowitego
i cholesterolu estrowego.

Akceleracja systemu fosforylujgcego hydrolaze estrow glicerynowych
pozostaje pod wplywem wielu czynnikéow regulujgcych, takich jak: adre-
nalina, noradrenalina, glukagon, ACTH, TSH, LH, sekretyna, serotonina,
L-tyroksyna, hydroksykortykosteron i prostoglandyny. Uzyskane przez
nas wyniki nie upowazniaja do udzielenia odpowiedzi na pytanie, ktory
Z wyzej wymienionych hormonow pobudza proces fosforylacji lipazy,
manifestujgcy sie¢ w osoczu krwi pséw zatrutych PCL indukcjag ALp. Po-
zwalajq natomiast przypuszczaé, ze szybki i znaczny wzrost ALp w ukla-
dzie krazenia — niezaleznie od tego jak powstaje, w ktorym miejscu i czy
ma charakter pierwotny lub wtérny — jest reakejg organizmu w stanie
intoksykacji PCL, ktéra moze informowaé o stopniu zatrucia oraz by¢
pomocnym wskaznikiem w rokowaniu.
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PE3SIOME

UcenenoBaHo akKTUBHOCTL TPUTAMLEPUAOBON amnassi (ALp) B KpOBAHOM niaaszMe

cobak npu 3yHaprOHOBOM Hapko3de (0,3 DynapkoHa/Kr seca Teja) 1nocje OXHOKpPaTHOM
BHYTpUMbIIIey1oit 10361 Pocxmaopa (500 mr docxnopa/kr B.T. DLyy). Tlonyuenusie
pPe3yNbTaThl MOKa3ajy, UTO OCTpoe orpasienue PocxJopoMm BbidbiBaeT ALp pacTpoit-
CTBO B cuCTeMe KpoBooOpalleHus, BCJEJCTBME KOTODPOrO € MOMEHTa NpPUMeHeHUS
IEeCTUMUMAA, BbICTYIIAaeT CTATMCTUUECKM cyliecTBeHHbli (¢=0,001 )pocT aKTMBHOCTH
su3uma. Unaykuusa ALp B KpOBAHOM IIa3Me He BO3HMKAET B pe3yJbTaTe Henocpea-
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CTBEHHOJ aKTMBHOCTM IJH3MMA Hepe3 MNEeCTHLMA, HO BLICTYNAeT BHE KpoBoobparmm-
TeaLHOM cucTeMbl. IIpejnaraercs, yTo ObICTPBII M 3HauMTEeAbHBNT pocT ALp B Kpo-
BSHOM IJIa3Me MOXKeT IOMOYb ONpPEeJeJUTh CTENeHbL OTPABJIEHMA NPM MOMOIIM Tak
Ha3bIBAEMOr0 OPLEHTHPOBOYHOTO AMATHOCTMHECKOTO MEeToAa.

SUMMARY

Examinations were made of the activity of Triglyceryde lipase (ALp) in the
blood plasma of dogs anaesthetized with Eunarcon (0.3 ml of Eunarcon/kg b.w.)
after a single intramuscular lethal injection of Foschlor in a dose of 500 mg/kg
of body weight — DL,y). The observations showed that acute intoxication with
Foschlor resulted in disorders of ALp in the circulatory system. They were manifest-
ed by a statistically significant increase of the enzyme activity («=0.001) following
pesticide application. ALp induction in the blood plasma does not occur as a direct
result of the enzyme activation by pesticide — it takes place outside the circulatory
system. A rapid and significant ALp increase in the blood plasma is supposed
to supply information about the degree of intoxication and be one of possible
diagnostic methods.



