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Kratak sadrzaj

Kontaktni herbicid parakvat (PK) je dipiridinsko jedinjenje, koje podleze redoks
metabolizmu i svoju toksi¢nost ispoljava posredstvom povecanog stvaranja slobodnih radikala.
Ciljni organi sistemskog toksi¢nog efekta PK kod Coveka su pluca i bubrezi. Mehanizam PK-
indukovane neurotoksi¢nosti do sada jos uvek nije u potpunosti rasvetljen.

Cilj naSeg rada bio je da se ispita uloga azot oksida (NOx) u neurotoksi¢nosti PK, sa
posebnim osvrtom na glutationski ciklus [glutation (GSH) i enzim glutation peroksidazu
(GPx)]. U cilju da se istrazi uloga NOx u oksidativnom stresu (OS) i / ili nitrosativnom stresu
(NS), kao odgovoru na neurotoksi¢nost PK. U predtretmanu parakvatom koristili smo NG-nitro-
L-arginin metil estar (L-NAME), neselektivni inhibitor azot oksid sintetaze (NOS), aplikovan je
pre davanja PQ .

Studija je sprovedena na pacovima Wistar soja nasumice podeljenim u grupe (n = 8 za
kontrolnu grupu i n = 24 za eksperimentalne grupe) u zavisnosti od tretmana. Testirana
jedinjenja su intrastrijatalno (i.s.) aplikovana. Merenje sadrzaja GSH i aktivnosti GPx izvrSena
su 30 min, 24 sata i 7 dana posle tretmana.

Parkinsonizam je kao simptom primeéen samo u grupi pacova tretiranih PK - om.
L-NAME je ispoljio zastitni efekat kod Zivotinja kod kojih je i.s. davan PK, §to bi se moglo
zakljuCiti na osnovu odsustva simptoma parkinsonizma i smanjenog OS/NS odgovora u
strijatumu u grupi pretretiranoj sa L-NAME.

Kljucne reéi: parakvat, neurotoksic¢nost, strijatum, azot oksid, L-NAME.
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Skraéenice: glutation, GSH; glutation peroksidaza, GPx; i.s., intrastrijatalno; i.p.,
intraperitonealno; MDA, malondialdehid; NADPH, nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat; NOy, azotni oksid; NOs5~, nitrati; NS, nitrozativni stres; O,, molekularni kiseonik;
0,*", superoksidni anjon radikal; OS, oksidativni stres; PK, parakvat; RAV, reaktivne

azotove vrste; RKV, reaktivne kiseonicne vrste; SOD, superoksidna dizmutaza.

Uvod

CH3‘N+\_/ \_/ N.—CHj

Profesionalno ili slucajno izlaganje visokim dozama pesticida moze dovesti do
trovanja ili smrtnog ishoda, bez obzira na put unosa u organizam (inhalacija, ingestija ili
preko koze) (1). Parakvat (1,1°-dimetil-4,4’-dipiridin) (PK), je brzo deluju¢i kontaktni
herbicid. Posebno je toksi¢an za pluc¢a i bubrege, a izaziva i konvulzije (2). Toksi¢nost
PK ostvaruje se naruSavanjem celijskog integriteta, posredstvom stvaranja visoko
reaktivnih radikala, kroz proces redoks kruzenja u prisustvu molekularnog kiseonika
(02) (3-5). Posto toksicne doze izazivaju osteCenja renalnih tubula, zbog neadekvatne
ekskrecije dolazi do povecanja koncentracije PK u krvi i tkivima. Imaju¢i u vidu
hemijsku slicnost dipiridinskih jedinjenja sa hinonima (elektrofilna jedinjenja), koji
ekskretovani u obliku konjugata sa glutationom (GSH) ostecuju renalne tubule, moguée
je da se i konjugati PK sa GSH izlu¢uju preko bubrega (6).

Toksi¢ni efekat PK na molekularnom nivou pokrenut je stvaranjem slobodnih
radikala (SR) kroz proces redukciono-oksidacionih (redoks) reakcija (7). Drugi aspekt
toksicnosti PK ostvaruje se kroz iscrpljivanje enzima antioksidativne zastite (katalaze,
superoksid dizmutaze, glutation reduktaze, glutation peroksidaze - GPx), koji
,uklanjaju® reaktivne proizvode i utroSak celijskih izvora reduktivnih ekvivalenata,
NADPH i1 GSH (donora elektrona), ¢ime se remeti redoks homeostaza u celiji i
promovise stanje oksidativnog stresa (OS) (8, 9).

Dopaminergicki neuroni su ciljna mesta neurotoksicnog efekta PK, zbog svoje
znacajne osetljivosti prema oksidativnom oStecenju, posredovanom reaktivnim vrstama
kiseonika (RVK) (2, 10 - 12). Dopaminergicki neuroni, lokalizovani u substantia nigra
(SN), salju svoje projekcije u strijatum (13).

Pored toga, izgleda da stimulacija N-metil-d-aspartatnih receptora (NMDA)
glutamatom, koja je praéena ulaskom Ca*" u ¢eliju i NMDA receptor-posredovanim
oslobadanjem azot oksida (NOy) preko enzima azot oksid sintaze (NOS) ima znacajnu
ulogu u neurotoksi¢nosti PK (2, 14, 15). Parakvat stimulise efluks glutamata, pokrec¢uci
tako ekscitotoksi¢nost, posredstvom reaktivnih vrsta azota (RAV) (2, 15).
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NG-nitro-L-arginin metil estar (L-NAME) je kompetitivni nespecifi¢ni inhibitor
azot oksid sintaze (NOS), te je moguée da smanjujuéi sintezu NO sprecava i razvoj
OS/NS u neuronima (16). Nitrati (NO3") su stabilni finalni metabolicki produkti NOx, a
1 drugih RAV (5, 17, 18). U cilju proucavanja uloge NOx u neurotoksi¢nosti PK,
testirali smo hipotezu da predtretman L-NAME-om moze omoguditi razlikovanje
efekata PKV od RAV na finalni odgovor strijatuma na PK - indukovanu
neurotoksi¢nost i vaznije od toga, da inhibicijom stvaranja NOx moZe umanjiti
oksidativno/nitrozativno ostecenje nervnih ¢elija.

Materijal i metode
Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimentalne zivotinje su tretirane u skladu sa vodi¢em za eksperimentalne
studije, No. 282-12/2002 (Eticki komitet Vojnomedicinske akademije, Beograd, Srbija).
Eksperimenti su izvodeni na odraslim muZzjacima Wistar pacova tezine oko 220 grama.
Pacovi su bili podeljeni u tri grupe (dve kontrolne i jedna eksperimentalna) i smesteni u
kavezima pod standardizovanim uslovima (temperatura sredine 23 + 2°C, relativna
vlaznost od 55 + 3 % i ciklus svetlo/tama 13/11 sati) i imali su slobodan pristup hrani i
vodi. Svi eksperimenti su radeni posle sedam dana adaptacije Zivotinja na laboratorijske
uslove u periodu od 9 h ujutru do 13 h popodne.

Eksperimentalni dizajn

Testirane supstance su aplikovane u pojedinacnoj dozi, intrastrijatalno (i.s.) u
finalnoj zapremini od 10 pL, da se nervno tkivo ne bi opteretilo volumenom. Posle
adaptacije, pacovi su podeljeni u 5 grupa. Jedna grupa od 8 netretiranih Zivotinja je
odmah Zrtvovana. Pacovi svih ostalih grupa su anestezirani pentobarbital natrijumom
[45 mg/kg telesne mase (TM)] intraperitonealno (i.p.) pre intrastrijatalne (i.s.) aplikacije
slede¢ih supstanci: kontrolna grupa (n = 8) tretirana je sa 10 pL 0,9 % NacCl rastvora;
PK grupa (n = 24) — zivotinje su trovane PK u pojedinacnoj dozi (2,5 pg/10 pL); L-
NAME + PK grupa (n = 24) — Zivotinje su pretretirane sa L-NAME u jednoj
pojedinacnoj dozi (10 pg/10 pL) 30 minuta pre davanja PK; i L-NAME grupa (n = 24) —
zivotinje su tretirane sa L-NAME jednokratno (10 pug/10 pL).

Pacovi u svim eksperimentalnim grupama su dekapitovani nakon 30 minuta, 24 h
1 7 dana (po 8 zivotinja u svakom terminu), a glavice su odmah zamrzavane u tecnom
azotu i ¢uvane na -70 °C do analize. Aplikacija PK, L-NAME i NaCl je vrsena
Hamiltonovim Spricem na stereotaksicnom instrumentu za male laboratorijske Zivotinje
1 prema odgovaraju¢im koordinatama za strijatum (koordinate: 8,4 mm iza bregme, 2,6
mm levo od srednje linije suture i 4,8 mm ventralno od dure) (19).

Od biohemijskih parametara sadrzaj ukupnog glutationa i aktivnost glutation
peroksidaze mereni su obostrano u strijatumu posle 30 minuta, jednog dana i 7 dana
nakon tretmana.
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Reagensi

Sve hemikalije bile su analiticke Cistoc¢e. U studiji su koris¢ene sledece supstance:
Parakvat - Galokson® (200 g/L) (Galenika, Zemun, Srbija); Pentobarbital natrijum —
Vetanarcol® (0,162 g/mL) (Werfft - Chemie,Vienna, Austria); Glutathione reductase
(EC 1.6.4.2), Type III, from yeast [9001-48-3], Sigma Chemical Co (St Luis, MO,
USA) — visoko rafinisana suspenzija u 3,6 M (NH4),SO4, na pH 7,0; 2500 U/1.6 mL
(9,2 mg prot/mL — biuret) 170 U/mg proteina (1 jedinica redukuje 1 umol GSSG/min,
pH 7,6 na 25 °C); fizioloski rastvor (0,9 % NaCl) (Vojnomedicinska akademija,
Beograd, Srbija); glutation, glutation disulfid i NADPH (Boehringer Corp. - London,
UK); NaNO; (Mallinckrodt Chemical Works - St. Louis, MO, USA); natrijum glukonat,
etilendiamintetra siréetna kiselina — EDTA (Sigma - Sr. Louis, USA); Natrijum fosfat -
NapyHPO4, kalijum dihidrogen fosfat - KH,;PO,, glicerol, metanol, acetonitril,
trihlorsiréetna kiselina, tiobarbiturna kiselina (Merck - Darmstadt, Germany); natrijum
tetraborat i borna kiselina (Zorka - Sabac, Srbija); karbonatni pufer (50 mM, pH 10,2),
(SeRAYV, Feinbiochemica - Heidelberg, New York); NaNO;, Mallinckrodt Chemical
Works (St. Louis, USA); natrijum glukonat, Merck (Darmstadt, Germany); glicerol,
Merck (Darmstadt, Germany); metanol, HPLC ¢isto¢e, Merck (Darmstadt, Germany);
acetonitril, HPLC ¢isto¢e, Merck (Darmstadt, Germany); standardni puferi pH 7,0 i pH
10,0, HI 7710P (Vila do Conde, Portugal). Dejonizovana voda je pravljena preko
Millipor mili-Q sistema za prec¢iS¢avanje vode (Waters - Millipore, Milford, MA, USA).

Priprema tkiva i merenja

Homogenati selektivno osetljivih mozdanih struktura pripremani su kao Sto je
opisano ranije (20). Izolovan je ipsi i1 kontralateralni strijatum i sve vreme procedure
drzani su na ledu. Izolovani preseci su prebaceni u saharozni medijum (0.25 mol/L
saharoza, 0.1 mmol/L EDTA u natrijum-kalijum fosfathom puferu, pH 7) i
homogenizovani u staklenom homogenizeru s teflonskim tu¢kom na 800 obrtaja/min
(Tehnica Zelezniki Manufacturing, Slovenia). Nakon dva uzastopna centrifugiranja na
1000 obrtaja u minuti, u trajanju od 15 min na 4°C, odvojen je supernatant, a grubi talog
je resuspendovan u 1 mL dejonizovane vode. Solubilizacija subcelularnih membrana u
hipotoni¢nom rastvoru postignuta je Pasterovom pipetom konstantnim mesanjem od 1h.
Zatim su homogenati centrifugirani na 2000 obrtaja u minuti 15 min na 4 °C, a dobijeni
supernatant je koriS¢en za analizu. Za merenje ukupne koncentracije proteina metodom
po Lowr-iju koris€en je kao standard kristalizovani serumski albumin goveceta (21).

Glutation (GSH) - Za odredivanje ukupnog GSH koriS¢ena je reciklirajuca
reakcija oksidacije GSH do GSSG u prisustvu Elman-ovog reagensa (5,5-ditiobis-2-
nitrobenzoeva kiselina, DTNB) 1 specifi¢nost delovanja enzima glutation reduktaze
prema supstratu GSSG, kada se on redukuje u GSH (22). Rezultati su izrazavani u nmol
GSH na mg proteina.

Glutation peroksidaza (GPx) - Ova metoda se zasniva na indirektnom
odredivanju aktivnosti GPx spektrofotometrijskim merenjem potrosnje NADPH na
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340 nm. Enzim GPx katalizuje redukciju lipidnih hidroperoksida u alkohol/H,O
koris¢enjem redukujucih ekvivalenata GSH, koji tako postaju oksidovani. Regeneracija
potroSenog GSH deSava se redukcijom GSSG u GSH, katalizovano enzimom GR, koja
koristi NADPH kao donor redukujucih ekvivalenata. Za redukciju svakog mola GSSG
potreban je jedan mol NADPH (23). Rezultati su predstavljeni u jedinicama (units, U)
aktivnosti enzima po mg proteina: U GPx / mg proteina.

Statisticka analiza

Podaci su analizirani koriS¢enjem verzije Statistica software 7.0 (Stat Soft, Inc.).
Poredenje parametara OS sa kontrolnim vrednostima uradeno je koriS¢enjem
nezavisnog Student T-testa. Razlike su smatrane statisticki znacajnim za p < 0,05.

Rezultati

Ne postoji znacajna razlika u analiziranim parametrima OS unutar kontrolnih
grupa [intaktne (rezultati nisu predstavljeni) i lazno-operisane], §to govori da sam
tretman nije doveo do oksidativne povrede mozdanog tkiva. Rezultati analiziranih
biohemijskih parametara predstavljeni su graficki za obe strane strijatuma, a kontrolne
vrednosti se odnose na lazno-operisane pacove. Rezultati pokazuju da je trend
oksidativnih promena u strijatumu slican za obe strane, kako tretirane (ipsilateralne)
tako 1 suprotne, kontralateralne strane.

Eksperimentalne grupe Zivotinja su aktivno prac¢ene od tretmana do Zrtvovanja.

Sadrzaj ukupnog GSH bio je snizen visSestruko 24h posle davanja PK, dok je
sedmog dana bio povecan 134% u odnosu na kontrolne vrednosti. Sedam dana nakon
davanja samo L-NAME ili kombinacije L-NAME sa PK, sadrzaj GSH bio je obostrano
smanjen u strijatumu u odnosu na kontrolne vrednosti (Grafikoni 1, 2).
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Grafik 1: Sadrzaj ukupnog glutationa u ipsilateralnom strijatumu posle
jednokratne intrastrijatalne administracije parakvata

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost = SD i izraZzene su u jedinicama:
nmol GSH/mg proteina. Broj pacova/terminu Zrtvovanja, n = 8. Predstavljene su
vrednosti za ipsi- i kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike u odnosu na kontrolne
vrednosti smatrane su statisticki znacajnim za p < 0.05 (Student T-test).

Ipsilateralni strijatum - GSH .
O 30 min m24h 0O 7 dana

30 1 - e
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Grafik 2: Sadrzaj ukupnog glutationa u kontralateralnom strijatumu posle
jednokratne intrastrijatalne administracije parakvata

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost = SD i izraZzene su u jedinicama:
nmol GSH /mg proteina. Broj pacova/terminu zrtvovanja, n = 8. Predstavljene su
vrednosti za ipsi- i kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike u odnosu na kontrolne
vrednosti su smatrane statisticki znacajnim za p < 0.05 (Student T-test).
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Aktivnost GPx bila je znacajno povecana u strijatumu (p < 0,05) obostrano 30
minuta od aplikacije PK, nakon ¢ega je postojao blagi trend sniZenja aktivnosti enzima,
mada je aktivnost GPx i dalje bila znacajno visa od kontrolnih vrednosti (Grafikoni 3,
4). Davanje inhibitora NOS je takode povecala aktivnost enzima bilo u kombinaciji sa
PK, ili samog L-NAME, osim u terminu 7 dana nakon davanja L-NAME+PK, kada je
zabelezeno znaCajno smanjenje aktivnosti enzima od ¢ak 70% u odnosu na kontrolu

(Grafik 3).
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Grafik 3: Aktivnost glutation peroksidaze u ipsilateralnom strijatumu posle
jednokratne intrastrijatalne administracije parakvata

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SD i izrazene su u jedinicama: mU
GPx’/mg proteina. Broj pacova/terminu Zrtvovanja, n = 8. Predstavljene su vrednosti za
ipsi- i kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike u odnosu na kontrolne vrednosti su
smatrane statisticki znacajnim za p < 0.05 (Student T-test).
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Grafik 4: Aktivnost glutation peroksidaze u kontralateralnom strijatumu posle
jednokratne intrastrijatalne administracije parakvata

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SD i izrazene su u jedinicama: mU
GPx’/mg proteina. Broj pacova/terminu Zrtvovanja, n = 8. Predstavljene su vrednosti za
ipsi- i kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike u odnosu na kontrolne vrednosti su
smatrane statisticki znacajnim za p < 0.05 (Student T-test).
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Diskusija

Bihejvioralne promene koje su se javile kod zivotinja nakon trovanja PK upucuju
na povecanu osetljivost nigrostrijatnog dopaminskog sistema. Kod zivotinja je
registrovano rotaciono kretanje kontralateralno od strane aplikovanja PK. Ovi simptomi
su reverzibilnog karaktera i povukli su se 2-3 h od trovanja. Ovakav nalaz je u skladu sa
literaturnim podacima u kojima je uoceno da se nakon i.s. davanja PK Wistar pacovima
ostvaruju neurohemijski, morfoloski i bihejvioralni efekti (24).

U mehanizmu delovanja PK na celije nigrostrijatnog sistema od znacaja su i
neurotoksi¢ni efekti PK, koji nastaju kao posledica povecanog efluksa glutamata u
sinapticku pukotinu. Kao rezultat stimulacije receptora, putem glutamata, ¢iji efluks
stimulise PK, povecava se koncentracija Ca*" u ¢eliji, $to kao rezultat ima aktivaciju
NOS i stvaranje NO® iz L-arginina (25, 26). Nastali NO® sa O,"", gradi peroksinitritni
anjon (ONOO"), koji ostvaruje dodatne neurotoksicne efekte (27, 28).

30 minuta nakon is. aplikovanja PK u strijatumu, obostrano je registrovano
znacajno povecanje aktivnosti GPx (p < 0,05); (Grafikoni 3, 4). Ovako visoka aktivnost
enzima nije bila pra¢ena promenama u sadrzaju ukupnog GSH (Grafikoni 1, 2).
Medutim, nakon 24h u strijatumu obostrano aktivnost GPx, premda povecana u odnosu
na kontrolu, znacajno je bila niZza u odnosu na rani termin posmatranja (30 minuta). Ovo
smanjenje aktivnosti enzima, bilo je praeno znacajnim smanjenjem koncentracije
ukupnog GSH. Smanjenje sadrzaja GSH koje se odrazava i na aktivnost GPx, moze da
se objasni i stvaranjem s-nitrozoglutationa (29). Smanjeni sadrzaj ukupnog GSH u
analiziranim strukturama mozga, ukazuje na nepotpunu oksidativnu zastitu ¢elije. U
nastojanju ¢elije da odrzi energetsku ravnotezu, moguce je da jedan deo GSH podlegne
razgradnji, jer razgradnjom svakog molekula GSH, oslobadaju se dva molekula ATP-a,
Sto bi moglo biti jedno od objasnjenja snizenog sadrzaja GSH u strijatumu nakon i.s. PK
(30). Ovaj snizeni sadrzaj GSH obostrano u strijatumu ukazuje i na njegovo aktivno
ucesce u antioksidativnoj zastiti prilikom trovanja PK (Grafikoni 1, 2). Takode, moguce
je da se smanjenje javlja i kao posledica konjugovanja PK sa GSH, koji bi mogao da
smanji toksi¢ni efekat PK u mozdanoj strukturi, s obzirom da bihejvioralne promene
nisu registrovane nakon davanja PK reverzibilnog karaktera. Sedmog dana nakon
trovanja PK, sadrzaj GSH se znacajno povecao, §to se moze tumaciti kompenzatornim
povratnim mehanizmom koji je uslovljen pove¢anom potrebom celije da se zastiti od
OS-a.

Enzim GPx odgovoran je za uklanjanje H,O,, prekursora hidroksilnog radikala
(odgovornog za inicijalnu fazu lipidne peroksidacije). Donor elektrona u reakcijama
koje katalizuje GPx je GSH. U mozgu se najve¢i deo nastalog H,O, (niske
koncentracije) uklanja GPx, koja je distribuirana u glija i dopaminergi¢nim ¢elijama ili
nervnim zavrSecima u SN i Caudo-putamenu.

Primenom L-NAME, kompetitivnog antagoniste enzima NOS, blokira se sinteza
NO u neuronima i glija ¢elijama, i dolazi do nagomilavanja L-arginina, prekursora u
biosintezi NO®, ali i ornitina, prekursora glutaminske kiseline. Iz ovog proizilazi da
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inhibicija NOS delimi¢no moze doprineti nastanku ekscitotoksi¢nosti, ali nasuprot
ovome 1 povecanoj antioksidativnoj zastiti. Poznato da je glutaminska kiselina zajedno
sa cisteinom i glicinom ukljucena u biosintezu GSH $§to objaSnjava povecanu aktivnost
GPx ve¢ 30 minuta nakon davanja L-NAME obostrano u strijatumu pacova (Grafikoni
3, 4).

Inhibicija NOS davanjem L-NAME utic¢e na sadrzaj GSH. U naSem istrazivanju
zapazeno je da posle trovanja PK, kada sinteza NO® nije bila inhibirana, u periodu od
24 h do sedmog dana, postojao je porast ukupnog GSH, za razliku od preostalih
tretmana, kada je (ne)posredno ometena sinteza NO (Grafik 2).

Za razliku od trovanja PK, predtretman sa L-NAME doprinosi postepenom
sniZzavanju aktivnosti enzima GPx (odgovornog za uklanjanje lipidnih hidroperoksida i
H,0,), a posebno niska aktivnost GPx izmerena je sedmog dana (Grafik 3). [zmereni
smanjeni sadrzaj GSH je u tom slucaju verovatno bio posledica energetske iscrpljenosi
tkiva, kao 1 manjka donora redukcionih ekvivalenata (NADPH), odnosno verovatno je
aktivnost G-6PDH u ovakvim uslovima razvijenog OS, determiniSu¢i faktor.
Smanjenom sintezom NO, koja nastaje nakon delovanja L-NAME, smanjuje se i
aktivacija transkripcijskih faktora u ¢eliji, od kojih je NFKB znacajan u stimulisanju
gena za sintezu GSH.

Povecanje aktivnosti GPx u ipsi i kontralateralnom strijatumu nakon delovanja L-
NAME upucuje na znacaj metabolizma NO u aktiviranju ovog enzima, odnosno ka
usmeravanju redoks stanja prema stvaranju vodonik peroksida, Sto je praceno i
oCuvanim sadrzajem ukupnog GSH. Smanjeni sadrzaj GSH obostrano u strijatumu
zivotinja koje su dobile samo L-NAME 7. dana, moze biti i posledica vremenski
ograni¢enog delovanja L-NAME, nakon ¢ega je obnovljeno stvaranje NO, za koji je
pokazano da je medijator aktivacije faktora transkripcije koji indukuju aktivnost GPx.
Povecana aktivnost enzima obostrano u strijatumu posle 30 minuta i 24 h u grupama
koje su pre PK dobile L-NAME, upucuje na zastitini efekat ovog inhibitora sinteze NO.
Znacajno smanjenje aktivnosti GPx koje se javlja nakon 30 minuta, u odnosu na
promene koje se javljaju nakon delovanja samog PK, upuéuje na verovatni znacaj
sintetisanog NO u aktivaciji GPx, ili pak, u indukciji gena za sintezu enzima GPx.

Rezultati na$ih istrazivanja potvrduju ukljuCenost NOx u mehanizme
neurotoksicnosti PK. Pacovi trovani PK ispoljili su simptome parkinsonizma, a §to se
tie biohemijske analize parametara glutationskog ciklusa, pokazano je da je aktivnost
GPx bila znacajno povecana u ovoj grupi. Pracenje aktivnosti GPx se moze smatrati
veoma osetljivim 1 pouzdanim indikatorom oksidativnog-nitrozativnog stresa, kao
odgovora na neurotoksi¢ni efekat PK. Takode, ovom studijom je pokazano da je posle
24 casa dosSlo do energetskog kolapsa i masivnog narusavanja redoks homeostaze
nervnih ¢elija strijatuma u grupi trovanoj PK. Odsustvo bihejvioralnih promena u grupi
zivotinja koje su predtretirane sa L-NAME pre i.s. davanja PK, kao i stabilizacija
¢elijskih funkcija 24 ¢asa (nije izmeren pad aktivnosti GPx i pad sadrzaja GSH kao u
DK grupi) potvrduje protektivnu ulogu ovog nekompetitivnog inhibitora NOS u
neurotoksicnosti izazvane PK.
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Zahvaljujemo recenzentima na sugestijama. Ovaj rad je podrzan sredstvima sa

projekata Ministarstva prosvete i nauke Republike Srbije (Projekat No. III 41018) i
Ministarstva odbrane Republike Srbije (Projekat No. MMA/06-10/B.3).
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Dozvola Etickog odbora za rad sa zivotinjama

Autori su obavljali eksperiment u skladu sa institucionalnom politikom humanog i
etickog tretmana eksperimentalnih zivotinja, i spremni su da dostave o tome podatke i
originalne materijale, ako se trazi. Eksperimentalne Zzivotinje su tretirane u skladu sa
Smernicama za proucavanje zivotinja, br 282-12/2002 (Eticki komitet Vojnomedicinske

akademije, Beograd, Srbija).

Izjava o originalnosti rada

Rezultati predstavljeni u rukopisu nisu objavljeni ili predati za objavljivanje negde

drugde.
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Summary

Contact herbicide paraquat (DQ) is bipyridylium compound, which undergoes redox
metabolism; hence enlarged in humans radical production mediated its toxicity. Target organs
of systemic effect of PQ poisoning are lung and kidney. The mechanism of PQ-induced
neurotoxicity is not elucidated till now.

The objective of our study was to examine the role of nitric oxide (NOx) in PQ-induced
neurotoxicity, primarily focusing on glutathione cycles [total glutathione content (GSH) and
glutathione peroxidase (GPx) activity]. In order to investigate the role of NOj in oxidative stress
(OS) and/or nitrosative stress (NS) response to PQ neurotoxicity, we used NG-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME), a non-selective inhibitor of nitric oxide synthase (NOS) in the
pretreatment of PQ administration.

Study was conducted on Wistar rats randomly divided in groups (n=8 for controls and
n=24 for experimental groups) depending on the applied treatments. The tested compounds
were intrastriatally (i.s.) administered. Measuring of GSH content and GPx activity was
performed at 30 min, 24 hours and 7 days after treatments.

Parkinsonism’s like symptoms were observed only in the group of rats treated with PQ.
The L-NAME protected animals from PQ-induced neurotoxicity, which could be concluded
from the absence of Parkinsonism’s like symptoms and reduced OS/NS response in the striatum
of rats pretreated with L-NAME.

Key words: paraquat, neurotoxicity, striatum, nitric oxide, L-NAME.
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