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INVESTIGATIONS INTO THE INFLUENCE OF
MULTIPLE DOSES OF A POTENT CHOLINES-

TERASE INHIBITOR ON THE HOST RESISTAN-
CE AND HUMORAL MEDIATED IMMUNITY

IN RATS

Ivan Samnaliev, Konstantin Mladenov, Plamen Padechky
Military Medical Academy, Sofia, Bulgaria

The intoxication with organophosphorus com-
pounds causes inhibition of cholinesterase with
subsequent elevation of blood and tissue levels of
acetylcholine that is reason for manifestation of
typical symptoms. The main symptoms are results
of disturbance of the central and peripheral ner-
vous, cardiovascular, gastrointestinal and endocri-
ne systems. The effects of organophosphorus
compounds are not limited on this systems only,
especially in cases of subacute or chronic intoxica-
tions. There are investigations that direct attention
on the influence of this class of chemicals of the
immune system too (1). Recently assumption is
that the immunotoxic effects of organophosphorus
compounds are most likely mediated by noncholi-
nergic mechanisms.The observed alternations in
immune system could be described mainly as im-
munosuppresion or immunostimulation, i. g. hyper-
sensitivity. The type of immune reaction is depen-
ding on chemical structure, dose, duration and
route of application of the examined compound.

The purpose of this article is to describe the re-
sults obtained under conditions of an experiment in
vivo using irreversible cholinesterase inhibitor ap-
plicated at subacute doses. In the course of the
investigations, host resistance and some parame-
ters of humoral immunity were observed.

Materials and Methods

Toxic agent and antidotal drugs: 1,1,2-trimethyl-
propyl methylphosphonofluoridate (TMPhF) was
used as an irreversible inhibitor of cholinesterase;
(4-hydroxy-iminomethyI-pyridinium-1-methyl) - (3-
carboxy-amido-pyridinium-1-methy|) ether dichlori-
de, (HJ-1) as a reactivator of cholinesterase and N-
ethyl-3pyperidil ester of diphenylhydroxy acetic
acide as a cholinolytic (MC-2) synthesized in MMA
were used for treatment of the intoxicated rats.

Animals: 60 out bred ,,V\fistar“ male rats, 8
weeks of age were kept under conventional condi-
tions: up to 10 rats per cage, T = 20 ± 2 °C, 12 h.
light/dark cycle.

Bacterial strains: Pseudomonas aeruginosa
5875 and Listeria monocytogenes serovar 4B
(National Center for Infectious and Parasitic Disea-
ses, Sofia, Bulgaria) were used for assessment of
the local nonspecific mechanisms of defence and
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lntoxikace organofosfaty Způsobuje inhibici cho-
Iinesteráz s následným Zvýšením hladiny acetyl-
cholinu v krvi a tkáních spojeným s manifestací
typických příznaků. Hlavní Symptomy jsou výsled-
kem poruchy funkcí centrálního a periferniho ner-
vového, kardiovaskulárního, gastrointestinálního a
endokrinniho systému. Vliv organofosfátů Se ne-
omezuje pouZe na tyto systémy zvláště v případech
Subakutních nebo chronických intoxikací. Existují
Studie, které se Zabývají vlivem chemických látek
této třídy také na imunitní systém (1). V součas-
nosti existuje domněnka, že imunotoxické účinky
organofosfátů jsou s největší pravděpodobností
Zprostředkovány necholinergními mechanismy.
Sledované Změny imunitního systému by mohly být
popsány především jako imunosuprese nebo imu-
nostimulace, tj. hypersenzitívita. Druh imunitní re-
akce závisí na chemickém složení, dávce, trvání a
Způsobu podání testované sloučeniny.

Cílem tohoto článku je popsat výsledky Získané
v podmínkách experimentu in vivo při použití ire-
verzibilního inhibitoru cholinesterázy aplikovaného
v subakutních dávkách. Během studie byla Sledo-
vána rezistence hostitele a některé parametry hu-
morální imunity.

Materiál a metodika

Toxická látka a antidota: 1,1,2-trimethylpropyl
methylfluorofosfonát (TMPhF) byl použit jako ire-
verzibilní inhibitor cholinesterázy; (4-hydroxy-imi-
nomethyl-pyridinium-1-methyl) - (3-karboxy-amido-
pyridinium-1-methyl) dichloridéter, (HJ-1) jako re-
aktivátor cholinesterázy a N-etyl-3piperidyl ester
difenylhydroxyl kyseliny octové jako cholinolytikum
(MC-2) syntetizované v MMA byly použity k léčbě
intoxikovaných potkanů.

Zvířata: 60 potkanů (samců) kmene Wıstar
ve stáří 8 týdnů bylo chováno ve standardních
podmínkách: v jedné kleci až 10 potkanů, teplota
20 ± 2 °C, světlo/tma v intervalu 12 hodin.

Bakteriální kmeny: Pseudomonas aeruginosa
5875 a Listeria monocytogenes serovar 4B (Národ-
ní centrum infekčních a parazitarnich nemoci, So-
fie, Bulharsko) byly použity pro hodnocení míst-
ních nespecifických mechanismů obranyschopnos-
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cellular immunity. PS. aerugnosa was applicated
subcutaneus in concentrations 1.109 and 1.109
cells and L. monocytogenes- intraperitoneally in
concentration 1 .10 9 cells.

SRBC (sheep red blood cells) were received
from whole blood after three times centrifugation
and washing with PBS (phosphate buffer saline)
before use. SRBC and bacterial nutritious media
were purchased from NCIPD, Sofia, Bulgaria.

The acute i.m. L050 of TMPhF determined by the
method of Litchfield and VWcoxon (2) was 50.4
(46.7-56.7) mg/kg.

Experimental groups and observed parameters:
The experimental animals were derived as follow:
20 rats were intoxicated i.m. with 1/10 L050
(5 mg/kg) of TMPhF, 5 days (the 1st group); 20 rats
were intoxicated with 1/10 LD50 of TMPhF and 1
min. latter were treated with HJ-1 (20mglkg) and
MC-2 (10 mglkg) i.m., 5 days (the 2nd group);
other 20 rats were treated i.m. with 0.9 % solution
of NaCI, 5 days (the 3rd group).

Skin necrotic reaction after s.c. inoculation of Ps.
aeruginosa (1.109 and 1.109 cells) one day after the
last treatment in all three groups was measured on
the 1st, 2nd, 4th and 7th day.

The bacterial clearance of L. monocytogenes
from the spleen and peritoneal lavage after i.p.
inoculation (1.109 cells) one day after the last
treatment of the rats was determined in three terms
- the 1st, 3rd and 4th day. The peritoneal lavage
was separated by centrifugation and count of colo-
ny forming units of sediment and supernatant were
enumerated.

The number .of splenic plaque forming cells
(lgM-antibody anti-SRBC forming cells) was de-
termined according to the method of Cunningham
and Szenberg (3). The immunization with SRBC
was performed three days after last treatment
of the experimental animals with TMPhF, TMPhF
and antidotes and NaCl solution only. Five days
later the reaction was made.

The number of peritoneal cells received from
non-infectious rats was enumerated on the 3rd and
10th day for all groups.

Results and Discussion

The animals from the 1st and 2nd groups did not
show physiological disturbance during the treat-
ment with TMPhF only or TMPhF and antidote
drugs. fl

The data from SNR are shown on Fig. 1. The
initial inflammatorynecrotic reaction (d1) is Stron-
gest in the rats from TMPhF intoxicated and antido-
te treated group. In the following terms, significant
differences between experimental and control
groups are not observed. However the degree of

ti a buněčné imunity. Ps. aeruginosa byla apliková-
na subkutánně v koncentracích 1.109a 1.109 buněk
a L. monocytogenes intraperitoneálně v koncentra-
ci 1.109 buněk.

SRBC (ovčí erytrocyty) byly Získány Z plné krve
trojnásobnou centrifugaci a před použitím byly
promývány PBS (fyziologický roztok tlumený fosfá-
tem). SRBC a bakteriální nutriční média byly Za-
koupeny v Národním centru pro infekční a parazi-
tární nemoci v Sofii, Bulharsko.

Akutní i.m. LDso aplikované látky TMPhF byla
stanovena metodou Litchfielda a Wılcoxona (2)
a činila 50,4 (46,7-56,7) mg/kg.

Experimentální skupiny a sledované parametry:
Laboratorní Zvířata byla použita následovně: 20
potkanů bylo intoxikováno i.m. aplikovaným TMPhF
v dávce 1/10 LD50 (5 mglkg) po dobu 5 dnů (1. sku-
pina); 20 potkanů bylo intoxikováno 1/10 L“D50 látky
TMPhF a o minutu později lěčeno i.m. podanou
látkou HJ-1 (20 mglkg) a MC-2 (10 mglkg) po dobu
5 dnů (2. skupina); ostatním 20 potkanům byl po-
dáván i.m. 0,9% roztok NaCI po dobu 5 dní
(3. skupina).

Nekrotická reakce kůže po subkutánní inokula-
ci PS. aeruginosa (1.109a 1.109 buněk) provedené
1 den po poslední aplikaci noxy byla měřena 1., 2.,
4. a 7. den.

Bakteriální clearance L. monocytogenes ze sle-
ziny a peritoneální laváže po i.p. inokulaci (1.109
buněk) jeden den po poslední aplikaci toxické látky
potkanům byla stanovována ve 3 intervalech - 1., 3.
a 4. den. Peritoneální laváž byla separována centri-
fugaci a bylo stanoveno množství CFU v sedimen-
tu a supernatantu.

Počet slezinných buněk tvořících plaky (buňky
tvořící lgM protilátky proti ovčím erytrocytům) byl
určován metodou Cunninghama a Szenberga (3).
lmunizace ovčimi erytrocyty byla prováděna 3 dny
po poslednim podání TMPhF, TMPhF a antidot či
samotného roztoku NaCI laboratorním zvířatům.

Počet peritoneálních buněk získaných od neinfı-
kovaných potkanů byl stanoven ve všech skupi-
nách 3. a 10. den.

Výsledky a diskuse

U Zvířat 1. a 2. Skupiny se během podání sa-
motného TMPhF nebo TMPhF a antidot neprojevily
fyziologické poruchy. '

Údaje o nekrotické reakci na kůži jsou uvedeny
na obr. 1. Počáteční zánětlivé nekrotická reakce
(d1) je nejsilnější u potkanů Ze skupiny intoxikova-
né TMPhF a léčeně antidoty. Mezi experimentální a
kontrolní skupinou nebyly shledány významné
rozdíly. Velikost reakce u kontrolních potkanů však



ROČNÍK v, 1996, č. 3

the reaction in the control rats on the 7th day sug-
gests that local mechanisms of defence in this
group are more effective.

Total number of peritoneal cells received from
non-infected rats did not show significant differen-
ces between groups (Fig. 2), but could be noted
their increase in TNPhF group especially on the 3rd
day.

Persistence of L. monocytogenes in spleen and
peritoneal lavage after i.p. inoculation of 1.109 mi-
crobe cellS is given on Fig. 3 and Fig. 4a,b,c. The
elimination of the infectious agent is the most rapid
from rats intoxicated with TMPhF without antidote
treatment. Number of colony forming units in sedi-
ment is an indicator phagocytated bacteria and vice
versa. The results Suggest that phagocytic activity
in TMPhF-group is strongest although there is not
significant difference between this and control
groups. The antidote treatment with HJ-1 and MC-2
seems to retard the elimination of L. monocytoge-
nes in regard to dynamic of bacterial clearance in
this group. This assumption is in good corelation
with the number of peritoneal cells enumerated at
the 1St and 3rd days after i.p. inoculation of L. mo-
nocytogenes (Fig. 5).

Significant difference was found between the
number of plaque forming cells determined 8 days
after the last cherhical exposure of the rats. PFC
were decreased in TMPhF intoxicated rats (p‹ 0.05)
and twofold increase of PFC was observed in
group with antidote treatment after intoxication, in
comparison with control rats (Fig. 6).

From experiments carried out with PS. aerugino-
sa and L. monocytogenes, it could be assumed
that multiple Subacute dose (1/10 LDsø i.m.) of TM-
PhF does not Suppress nonspecific mechanisms of
bacterial defence and cell mediated immunity as
far as they are responsible to the resistance to both
infectious agents. Contrary effect of TMPhF on the
lgM response to T-dependent antigen is available.
Suppression of lgM response to SRBC in mice
after acute intoxication with malathion and para-
thion were described (4). Alternation of humoral-
mediated immunity in vivo and in vitro investiga-
tions caused with 0,0,S-trimethy| phosphorothioa-
te (0,0,S-TMP) were also observed (5). There are
different hypotheses for the possible mechanisms
by which organophosphorus compounds alter im-
mune response (6). It is very difficult to explain the
effects of this class of chemicals on the immune
system with anticholinesterase activity only becau-
Sey of the fact that alteration of immune functions
are established in cases when used doses do not
cause symptomes of intoxication. On the other
hand, the type of chemical structure, mode of ap-
plication and metabolitic properties of the concrete
compound are very important conditions for its
immunotoxic effects. .

Previous investigations have reviewed that so-
man causes relatively rapid release of histamine in
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7. den ukazuje, že místní obranné mechanismy
jsou v této skupině účinnější.

Celkový počet peritoneálních buněk Ziskaných
od neinfikovaných potkanů neukázal významný
rozdíl mezi Skupinami (obr. 2), ale mohlo být Za-
Znamenáno jeho Zvýšení ve skupině TMPhF hlav-
ně 3. den.

Perzistence L. monocytogenes ve Slezině a peri-
toneální laváži po intraperitoneální inokulaci 1.109
buněk mikrobů je uvedena na obr. 3 a obr. 4a,b,c.
Eliminace infekčního agens je nejrychlejší u potka-
nů intoxikovaných TMPhF bez léčby antidoty. Počet
CFU v Sedimentu je ukazatelem fagocytovaných
bakterií a naopak. Výsledky ukazují, že fagocytární
aktivita ve Skupině TMPhF je nejsilnější, ačkoli
není významný rozdil mezi touto a kontrolni Skupi-
nou. Zdá se, že léčba antidoty HJ-1 a MC-2 zpoma-
luje eliminaci L. monocytogenes S ohledem na dy-
namiku bakteriální clearance v této skupině. Tato
domněnka koreluje S počtem peritoneálních buněk
Stanovených 1. a 3. den po i.p. inokulaci L. mono-
cytogenes (obr. 5).

8. den po poslednim podání noxy potkanům byl
zjištěn významný rozdíl mezi počtem buněk tvoří-
cích plaky. Počet buněk tvořících plaky klesl u pot-
kanů intoxikovaných TMPhF (p‹ 0,05) a Zdvojná-
sobil se ve skupině léčené antidoty po intoxikaci ve
srovnání S kontrolními potkany (obr. 6).

Z experimentů prováděných S PS. aeruginosa a
L. monocytogenes by se dalo Shrnout, že vícená-
Sobná Subakutní dávka (1/10 LDso i.m.) TMPhF
nepotlačuje nespecifické mechanismy bakteriální
obranyschopnosti ani imunitní odpověď zprostřed-
kovanou buňkami, pokud odpovídají za rezistenci
na obě infekční agens. Opačný vliv TMPhF na lgM
odpověď na T-dependentní antigen je evidentní.
Bylo popsáno potlačení reakce lgM na ovčí erytro-
cyty u myší po akutní intoxikaci malathionem a
parathionem (4). Byla také sledována změna hu-
morálně Zprostředkované imunitní odpovědi v ex-
perimentech in vivo a in vitro Způsobené 0,0,8-
trimethyl thiofosfátem (0,0,S-TMP) (5). Existuje
nèkolik hypotéz o možných mechanismech, kterými
organofosfáty mění imunitní odpověď (6). Je Složité
vysvětlit vliv chemických látek této třídy na imunitní
systém pouze anticholinesterázovou aktivitou. Dů-
vodem je fakt, že Změna imunitních funkcí Se obje-
vuje v případech, kdy použité dávky noxy nevyvo-
Iají příznaky intoxikace. Na druhé Straně typ che-
micke struktury, Způsob aplikace a metabolické
vlastnosti konkrétni sloučeniny jsou velmi důležité
podmínky jejích imunotoxických účinků.

Předchozí sledování uváděla, že soman způso-
buje relativně rychlé uvolňování histaminu v expe-



146 VOJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY ROČNÍK LXV, 1996. Č. 3

_.- TIMI?

-II- trootod

"'I- control

no
cr

oo
lo

mm

doyo

Fig. 1 Skin necrotic reaction after s.c. inoculation of P. aerugi-
nosa (1 . 109 cells)
Obr. 1 Nekrotická reakce kůže po podkožní inokulaci P. aerugi-
nosa (1.109 buněk)
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Fig. 2 Number of pen'tonea/ cells received from noninfectious
with L. monocytogenes rats
Obr. 2 Počet pen'toneá/nich buněk Ziskaných Z neinfekčnich
potkanů S L. monocytogenes
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Fig. 3 Clearance of L. monocytogenes from spleen

Obr. 3 Odstranéni L. monocytogenes Ze sleziny
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Fig. 4a Colony forming cells in total peritoneal lavage after i.p.
inoculation of L. monocytogenes in rats
Obr. 4a Buňky tvořící kolonie v celkové peritoneá/ní laváži po
i.p. inokulaci L. monocytogenes potkanum
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Fig. 4b Colony forming cells from supernatant after i.p. inocula-
tion of L. monocytogenes in rats
Obr. 4b Buňky tvořící kolonie Ze supernatantu po i.p. inokulaci
L. monocytogenes potkanům
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Fig. 4c Colony forming cel/s from sediment of peritoneal lavage
after i.p. inoculation of L. monocytogenes in rats
Obr. 4c Buňky tvořící kolonie ze sedimentu peritoneální /aváže
po i.p. inokulaci L. monocytogenes potkanům
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Fig. 5 Number of peritoneal cells after i.p. inoculation of L.
monocytogenes in rats
Obr. 5 Počet pen'toneá/ních buněk po i.p. inoku/aci L. monocy-
togenes potkanům

in vivo and in vitro experiments (7). Authors
concluded that histamine is an important mediator
of soman-induced patophysiological responses
in the rat. The role of histamine release induced by
organophosphorus compounds may contribute to
hypersensitivity responses observed with this class
of chemicals.

It is difficult to discuss the data obtained from
rats that were intoxicated and then treated with
HJ-1 and MC-2 because of the lack of control anti-
dote group in this investigation. The reactivator of
cholinesterase and cholinolytic were applied 1 min.
after intoxication, thus, it could be assumed that
results from SNR, bacterial clearance of L. mono-
cytogenes from spleen and peritoneal lavage and
number of plaque forming cells are related to the
effects of the used antidotes. The presence of
three different compounds with specific interaction
between them is a complicated phenomenon and
explanation of the altered immune function obser-
ved in this case requires more profound investiga-
tion.

In conclusion, it could be that multiple subacute
doses of TMPhF used under conditions of this in-
vestigation do not alter host resistance to infec-
tious agents - Ps. aeruginosa and L. monocytoge-
nes but decrease in the number of plaque forming
cells when sheep red blood cells as an antigen are
used.
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