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Poréwnano wplyw permetryny i fenwaleratu na indukcje zmian genetycznych
w komorkach somatycznych i plciowych samcow myszy laboratoryjnych przy
roznych drogach narazenia. Stwierdzono roznice w oddzialywaniu ww. pyre-
troidow na oceniane komorki w zaleznosci od drogi podania.

WSTEP

Syntetyczne pyretroidy sa insektycydami o silnym dziataniu neurotoksycznym, sze-
roko stosowanymi w ochronie owocOw i warzyw, a takze w higienie sanitarnej. W od-
réznieniu od naturalnych pyretroidéw charakteryzuja sie one wysoka fotostabilnoScia.
Yacza tez duza aktywnoS$¢ owadobdjcza i wysoka selektywno$¢ w dzialaniu z niskg
toksycznoscig dla ssakow, u ktérych ulegaja metabolizmowi poprzez hydrolize wigzania
estrowego, reakcje utleniania i sprzggania nie wykazujac przy tym tendencji do kumu-
lowania si¢ w tkankach [2, 4, 16].

W srodowisku naturalnym syntetyczne pyretroidy sa szybko degradowane zaréwno
w glebie jak i tkankach ro§lin. Pyretroidy sa silnie absorbowane przez glebe i osady,
w wyniku czego sa trudno wymywane przez wode. Z uwagi na niskie dawki aplikacyjne
podyktowane wysoka toksycznosciag dla owadow i szybka degradacje w Srodowisku
poziomy pozostatosci pyretroidéw w zywnosci s niewielkie [4].

Pod wzgledem budowy chemicznej sa one estrami kwasu chryzantemowego lub
halogenowych pochodnych tego kwasu i alkoholi pierwszo- lub drugorzedowych, za-
wierajacych w swojej czasteczce przynajmniej jedno wigzanie podwdjne [2, 20].

Na podstawie wynikéw testu wigzania kwasu gamma-aminomastowego (GABA)
przez kompleks receptor — jonofor, syntetyczne pyretroidy mozna podzieli¢ na dwa
typy: alfa-cyjano-3-fenoksybenzylowe np. fenwalerat, deltametryna, cypermetryna (typ
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II zespot CS), i nie posiadajace ugrupowania cyjanowego np. permetryna, tetrametryna,
cismeryna, bioresmetryna (typ I, zespot T) [4].

Permetryna nalezy do pyretroidow nie posiadajacych grupy alfa-cyjanowej. Zwiazek
ten powoduje zwiekszenie czestoSci wystepowania mikrojader w limfocytach ludzkich
hodowanych in vitro, oraz oddzialuje na cykl podziatowy obnizajac indeks mitotyczny
[9]. Wykazano tez, ze permetryna podobnie jak DDT nalezy do induktoréw cytochromu
P-450 2B - typu fenobarbitalu [11], oraz oddzialuje na synteze¢ DNA, a takze powoduje
zwiekszenie liczby dwujadrzastych hepatocytéw w watrobie szczura [12].

Fenwalerat nalezy do pyretroidéw posiadajacych grupe alfa-cyjanowa. Na podstawie
wynikéw badan prowadzonych na hodowli fibroblastéw ptuc chomika chinskiego (V79)
gdzie stwierdzono hamowanie komunikacji migdzykomérkowej przy dawkach niecyto-
toksycznych, oraz wynikow badan prowadzonych na szczurach, a takze biorac pod
uwage farmakologiczne i biochemiczne podobienstwo do DDT, fenwalerat zaliczono
do grupy zwiazkéw rozwazanych jaki promotory raka [8]. Natomiast informacje doty-
czace potencjalnych whasciwosci mutagennych tego zwigzku sa niewystarczajace i roz-
biezne.

Badania oddzialywania pyretroidéw na material genetyczny zaréwno zwierzat jak
i roSlin wykazaly, ze rodzaj i zakres dzialania mutagennego tych zwigzkéw w duzej
mierze zalezal od drogi narazenia, wysokoSci stosowanej dawki, czasu ekspozycji,
a takze wrazliwosci badanego organizmu. [1, 3, 4, 9].

W zwiazku z tym celowym wydato si¢ podjecie badan, w ktérych poréwnano wplyw
wybranych pyretroidéw: permetryny [ester 3-(fenoksy)-fenylometylowy kwasu 3(2,2-di-
chlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropanokarboksylowego)] i fenwaleratu [(alfa-cyjano-
3-fenoksybenzylo)-2-(4-chlorofenylo)izowalerian) na indukcje zmian genetycznych
w komodrkach somatycznych i rozrodczych myszy laboratoryjnych przy réznych drogach
narazenia.

MATERIAL I METODY

Badane zwigzki

Do badan uzyto: fenwalerat (alfa-cyjano-3-fenoksybenzylo)-2-(4-chlorofenylo)izowalerian) fir-
my Sumitomo C.O., Japonia, o czystoSci 96,8%, permetryne [ester 3-(fenoksy)-fenylometylowy
kwasu 3(2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropanokarboksylowego)| (95%, cis/trans 25:75) —
firmy AgrEvo Environmental Health Ltd., Wielka Brytania, cyklofosfamid (CP) firmy SERVA.

Material biologiczny i przebieg doswiadczen

Badania wykonano na dojrzatych piciowo (8-10 tygodniowych) samcach myszy szczepu
Swiss/Pzh pochodzacych z hodowli Centralnej Zwierzetarni Pafistwowego Zaktadu Higieny.

Zwierzeta umieszczano w klatkach w pomieszczeniu o temp. 22°C = 1°C z 12 godzinnym
cyklem $wietlnym i wzglednej wilgotnosci powietrza 50% =+ 10%. Przed rozpoczeciem do$wiad-
czenia zwierzeta przechodzily dwutygodniowa kwarantanne w ww. warunkach otrzymujac pasze
standardowg i wode wodociggowa.

Test anomalii plemnikowych

Badane zwiazki podawano samcom myszy przez pi¢¢ kolejnych dni w nastepujacych dawkach:
fenwalerat 20 i 40 mg/kg m.c. i permetryne 125 i 250 mg/kg m.c. droga iniekcji dootrzewnowej
w 0,1 ml DMSO, oraz fenwalerat 50 i 100 mg/kg m.c. i permetryn¢ 200 i 400 mg/kg m.c.
w zawiesinie z oliwy per os. Zwierzgta grupy kontrolnej otrzymywaly DMSO dootrzewnowo
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w ilosci 0,1 ml lub oliwe z oliwek droga pokarmowa. Kontrole pozytywna stanowily myszy
otrzymujace cyklofosfamid w dawce wynoszacej 50 mg/kg m.c. i.p. i 150 mg/kg m.c. per os. Kazda
grupa zwierzat liczyla po 4 samce.

Po uplywie 35 dni od pierwszego podania badanych zwiazkéw wykonywano sekcje zwierzat.
Wypreparowane gonady ptukano w fizjologicznym roztworze soli i wazono. Nastepnie izolowano
plemniki z najadrzy i umieszczano je w fizjologicznym roztworze soli. Wykonane rozmazy po
wysuszeniu utrwalano w acetoalkoholu (3:1) i barwiono 0,5% roztworem eozyny Y. Nastepnie
okreslano odsetek plemnikéw o zmienionej morfologii (brak haczyka na gléwce, gtéwka bana-
noksztattna, dwuwiciowos¢, amorficzno$¢) wedtug metody Wyrobka i Bruca [23]. Na jednego
samca oceniano po 1000 plemnikéw.

Test mikrojgdrowy

Zwierzetom, u ktoérych oceniano erytrocyty w szpiku kostnym, fenwalerat i permetryne po-
dawano 2 razy w ciagu doby w odstepach 24 godzinnych droga iniekcji dootrzewnowej lub per
os w dawkach analogicznych jak przy tescie anomalii plemnikowych. Po uplywie 6 i 24 godzin
od ostatniego podania badanych zwiazkéw, od samcéw po uprzednim humanitarnym zabiciu
pobierano szpik kostny z kosci udowej, wykonywano rozmazy wg metody Schmida [14, 21, 22]
i barwiono barwnikiem Giemsy. Nastepnie oceniano wystepowanie mikrojader w erytrocytach
polichromatycznych (MNPCE). Oznaczano takze stosunek erytrocytow polichromatycznych do
normochromatycznych (PCE/NCE) umozliwiajacy ocen¢ cytotoksycznego dziatania badanych
zwigzkow.

Analizy statystycznej otrzymanych wynikéw dokonano stosujac metode Kastenbaum-Bowmana
[10]. Srednie cigzary gonad poréwnywano stosujac test ¢ Studenta.

WYNIKI

Wyniki badafi wplywu fenwaleratu i permetryny na komorki ptciowe samcéw myszy
szczepu Swiss przy réznych drogach narazenia przedstawiono na rycinie la i 1b.

W wykonanych doswiadczeniach wykazano, ze zaréwno fenwalerat w dawce 40
mg/kg m.c. jak i permetryna w dawce 250 mg/kg m.c. podawane dootrzewnowo powo-
dowaly statystycznie istotny wzrost odsetka plemnikow ze zmieniong morfologig. Przy
dawkach nizszych wynoszacych dla fenwaleratu 20 mg/kg m.c. i dla permetryny 125
mg/kg m.c. obserwowany wzrost liczby plemnikow z anomaliami morfologicznymi nie
byl statystycznie znamienny.

Badane pyretroidy aplikowano réwniez droga pokarmowa w postaci zawiesiny w oli-
wie. Fenwalerat podawany samcom myszy per os przy zadnej ze stosowanych dawek
nie powodowat uszkodzen w budowie plemnikéw. Natomiast permetryna w dawce 400
mg/kg m.c. powodowata statystycznie znamienne zwigkszenie si¢ liczby uszkodzonych
plemnikéw w odniesieniu do zwierzat nie otrzymujacych pyretroidu. Samce otrzy-
mujace cyklofosfamid stanowity kontrole pozytywna, u zwierzat tych zanotowano istot-
ne zwiekszenie liczby plemnikéw z anomaliami, zaréwno przy podawaniu tego zwigzku
droga per os jak i droga iniekcji dootrzewnowe;.

Ciezar gonad samcOw myszy narazonych na dziatanie badanych pyretroidéow przed-
stawiono na rycinach 2A i 2B. Zmiany ciezaru jader moga by¢ spowodowane tok-
sycznym dziataniem podawanych zwiazkéw chemicznych. Stwierdzono nieznaczny spa-
dek Sredniego cigezaru gonad przy dootrzewnowym podawaniu fenwaleratu i permetry-
ny. Przy dawce fenwaleratu wynoszacej 40 mg/kg m.c. spadek ten byl statystycznie
zamienny. Przy narazeniu badanych droga per os na badane zwiazki takiego efektu nie
obserwowano.
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Ryc. 1a
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Ryc. 1b
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Ryc. 2. Toksyczne dziatanie permetryny i fenwaleratu na gonady samcéw myszy przy réznych
drogach narazenia. A — narazenie droga doustna, B — narazenie droga dootrzewnowa
Toxic effect of permethrin and fenvalerate in the testis of the male mice. A — per os
route, B — intraperitoneal route

Wyniki badafi wptywu badanych pyretroidéw na materiat genetyczny komorek so-
matycznych (komorki szpiku kostnego) przedstawiono na rycinach 3A i 3B.

Na podstawie oceny czestosci wystegpowania mikrojader w erytrocytach polichroma-
tycznych szpiku kostnego, mozna stwierdzi¢, ze fenwalerat przy zadnej ze stosowanych
dawek, niezaleznie od drogi podania nie indukowal uszkodzen prowadzacych do
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Ryc. 3a
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Ryc. 3b
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Ryc. 4.

Cytotoksyczne dziatanie permetryny i fenwaleratu na komorki szpiku kostnego samcow

myszy przy réznych drogach narazenia. A — narazenie droga doustna, B — narazenie

droga dootrzewnowa

Cytotoxic effect of permethrin and fenvalerate on bone marrow cells. A — per os route,
B - intraperitoneal route

wzrostu czestosci wystepowania mikrojader. Mozna bylo natomiast zauwazy¢é wyrazne
cytotoksyczne dziatanie tego zwigzku na komorki szpiku kostnego przy podaniu do-
otrzewnowym w dawce wynoszacej 40 mg/kg m.c. po 24 godzinach (ryc. 4B). Perme-
tryna podawana samcom myszy dootrzewnowo w dawce 250 mg/kg m.c. nie powodo-
wala statystycznie istotnego wzrostu czestoSci wystepowania mikrojader w erytrocytach
polichromatycznych szpiku kostnego zaréwno po 6 jak i po 24 godzinach od pierwszego
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podania pyretroidu. Jednakze przy narazeniu zwierzat droga per os (400 mg/m.c.)
obserwowano statystycznie znamienny wzrost liczby komoérek z mikrojadrami (ryc. 3A).
Nie notowano natomiast dziatania cytotoksycznego wyrazonego stosunkiem erytrocytéw
polichromatycznych do normochromatycznych (ryc. 4A).

OMOWIENIE WYNIKOW

Wyniki badan potencjalnych mutagennych wihasciwosci pyretroidow wskazuja, ze
wiele z nich oddziatuje na material genetyczny organizmdéw zywych. Chauhan i wsp.
[3] wykazali, Ze deltametryna w komodrkach merystematycznych stozka wzrostu u Alium
cepa istotnie obniza indeks mitotyczny, indukuje c-mitozy, wielobiegunowe anafazy oraz
opdznia rozejscie sie chromosomoéw, a w wysokich dawkach wplywa na wzrost czestoSci
wystepowania mikrojader i aberracji chromosomowych. Supercyprmetryna jak wykaza-
fa Miadokova i wsp. [15] u Saccharomyces cerevisiae indukuje konwersje genowe w
lokus tryptofanowym i mutacje genowe w lokus izoleucyny, a takze zwigcksza czegstos§¢
zakldcen w rozejSciu sie chromosomoéw w stadium anafazy i telofazy w komoérkach
merystematycznych u Hordeum vulgare 1 Vicia faba. Amer i wsp. [1] w swoich badaniach
stwierdzili, ze cypermetryna u myszy powoduje wzrost czestosci wystepowania mikro-
jader w komérkach szpiku kostnego. U Drosophila melanogaster zwiazek ten indukuje
recesywne mutacje sprzezone z picia [5].

Na podstawie wynikow uzyskanych w wykonanych do$wiadczeniach mozna bylto
zauwazy¢ roznice w oddziatywaniu badanych pyretroidéw na material genetyczny oce-
nianych komorek, a takze zalezno$¢ tego dziatania od drogi narazenia.

Permetryna nalezaca do grupy pyretroidow nie posiadajacych grupy alfa cyjanowej
indukowata zmiany w komérkach ptciowych niezaleznie od drogi narazenia. W odnie-
sieniu do szpiku kostnego obserwowano zwigkszenie czestosci wystepowania mikrojader
w erytrocytach polichromatycznych przy podaniu tego zwiazku per os. Przy narazeniu
samcéw myszy droga dootrzewnowa takiego dziatania nie obserwowano. Indukcja
mikrojader, oraz zmian morfologicznych plemnikéw nie taczyta si¢ z cytotoksycznym
dzialaniem permetryny.

Stwierdzone rdéznice w oddziatywaniu permetryny na komorki szpiku kostnego w za-
lezno$ci od drogi narazenia sa zbiezne z obserwacjami Amer i wsp. [1], ktorzy badali
oddzialywanie innego pyretroidu, cypermetryny, na komorki szpiku kostnego myszy.
Preparat ten podawano zwierzgtom droga doustna, dermalng i dootrzewnowa. Wyka-
zano, ze cypermetryna indukuje wzrost czestoSci wystepowania mikrojader w erytrocy-
tach polichromatycznych szpiku kostnego po podaniu doustnym, niezaleznie od czasu
narazenia na badany zwiazek, natomiast przy podaniu tego zwiazku droga iniekcji
dootrzewnowej nie notowano uszkodzen prowadzacych do pojawienia si¢ mikrojader.

Badania wykonane przez Herrera i wsp. [9] wykazaly, ze permetryna indukuje
mikrojadra oraz SCE (wymiang chromatyd siostrzanych) w limfocytach hodowanych in
vitro bez dodatku do medium inkubacyjnego frakcji S9, a wiec do uzyskania efektu
w postaci uszkodzen nie byla potrzebna aktywacja metaboliczna.

Fenwalerat nalezacy do pyretroidéw posiadajacych grupe alfa cyjanowa w wykona-
nych badaniach indukowal uszkodzenia w komorkach piciowych powodujac zmiany
w morfologii plemnikéw tylko przy narazeniu zwierzat do§wiadczalnych droga dootrze-
wnowa. Nie stwierdzono natomiast wzrostu cz¢stosci wystepowania mikrojader w ery-
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trocytach polichromatycznych szpiku kostnego zaréwno przy podaniu dootrzewnowym
jak i per os. Przy podaniu badanego pyretroidu droga dootrzewnowa notowano dzia-
lanie cytotoksyczne zaréwno na komorki piciowe jak i komorki szpiku kostnego.

Pati i wsp. [18] po podaniu fenwaleratu w tacznej dawce 100, 150, 200, mg/kg m.c
w pieciu podzielonych dawkach (5x20, 5x30 i 5x40 mg/kg m.c.) réwniez obserwowat
zwiekszenie liczby anomalii plemnikowych, natomiast otrzymatl odmienne wyniki doty-
czace odzialywania fenwaleratu na komorki szpiku kostnego. Wykazat on, ze fenwalerat
w tacznej dawce podawanej dwukrotnie, wynoszacej 200, 300 i 400 mg/kg m.c. indu-
kowat aberracje chromosomowe oraz zwigkszal czesto$¢ wystgpowania mikrojader
w erytrocytach polichromatycznych zaréwno przy podaniu dootrzewnowym jak i przy
podaniu droga pokarmowa. Rdznice w otrzymanych rezultatach w odniesieniu do
szpiku kostnego sa by¢ moze spowodowane zdolnos$cia tolerancji badanych zwierzat na
wysoko§¢ aplikowanej dawki.

W badaniach prowadzonych przez Pluijmen i wsp. w warunkach in vitro na bakte-
riach S. typhimurium, szczep TA 100 i TA 98 w obecnosci i przy braku frakcji S9 przy
zastosowaniu testu ptytkowego i fluktuacyjnego, oraz na hodowli komérek V79 cho-
mika chinskiego stwierdzono, ze fenwalerat nie wykazuje dziatania mutagennego [19].

Fenwalerat jest bardzo szybko absorbowany i przenoszony do tkanek, nastepnie
metabolizowany i wydalany. Mumtaz i wsp. [17] stwierdzili, ze okres péitrwania fenwa-
leratu przy dawce 30 mg/kg m.c. u myszy wynosi 12-14 godzin. Ze wzgledu na brak
kumulacji tego zwiazku w organizmie wydaje si¢ konieczne kontynuowanie badan
oddziatlywania tego pyretroidu na material genetyczny zwierzat laboratoryjnych przy
przedluzonej ekspozycji, a takze okreslenie w jakim stopniu zmiany morfologii plem-
nikéw wplywaja na zdolnosci reprodukcyjne badanych zwierzat.

WNIOSKI

1. Permetryna i fenwalerat réznily sic w oddziatywaniu na komorki piciowe i soma-
tyczne.

2. Klastogenne dzialanie permetryny na komorki szpiku kostnego zalezato od drogi
narazenia badanych zwierzat.

3. Zmiany w morfologii plemnikéw indukowane przez fenwalerat moga by¢ wyni-
kiem toksycznego dziatania tego pyretroidu.

E. Tyrkiel, B. Wiadrowska, J.K. Ludwicki

COMPARATIVE STUDIES ON THE EFFECT OF SYNTHETIC PYRETHROIDS ON
THE INDUCTION OF GENETIC CHANGES IN MICE SOMATIC AND SEX CELLS
DEPENDING ON THE EXPOSURE ROUTE

Summary

Synthetic pyrethroid insecticides are widely used in the protection of fruits and vegetables
as well as in the public hygiene due to their strong neurotoxic activity against insects.

The induction of genetic changes in somatic and sex cells in male mice after different routes
of exposure to permethrin and fenvalerate was studied. The male 8-10 weeks old mice were
intraperitoneally exposed to 20 and 40 mg/kg bw of fenvalerate and 125 and 250 mg/kg bw of
permethrin. Another groups of mice were exposed per os to fenvalerate and permethrin in the
doses of 50, 100 and 200, 400 mg/kg bw respectively. For the sperm anomalies testing the
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exposure was repeated for five consecutive days followed by the 35 days waiting period after
which the gonads were removed and spermatozoa prepared from the epididymis. The changed
spermatozoa were counted in the smears after staining in the 0.5% eosin Y solution and the
results compared with the number of normal cells. For the testing of the effect of pyrethroids
on the micronuclei frequency in the bone marrow cells the tested substances were administered
twice in 24 hours intervals and the bone marrow was sampled after 6 and 24 hours from the
femur bone. The polychromatic erythrocytes and the presence of micronuclei were evaluated in
the bone marrow smears.

The results showed the difference in the action of the pyrethroids on the genetic material
of the tested cells and the effect of the route of exposure. Permethrin induced the lesions in
the sex cells regardless the route of exposure, however a substantial increase in the micronuclei
frequency in the bone marrow was observed after oral exposure only. No signs of cytotoxicity
accompanied the sperm anomalies and micronuclei induction.

Fenvalerate induced changes in sperm cells after intraperitoneal exposure only. No increase
in the micronuclei frequency in the polychromatic erythrocytes of the bone marrow was observed
after per os or intraperitoneal exposure. The intraperitoneal exposure to this pyrethroid resulted
in cytotoxicity in both bone marrow and sex cells.
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