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Variazioni giornaliere dell’escrezione degli acidi mercapturici

ed influenza dell’eta nel ratto

A. Buxcaro, F. Glorrre, L. Pozzosox, E. Rizzn, AL TREVISaN®

RIASSUNTO: E stata valutata [escrezione urinaria giornaliern degli acidi mercaplurict in ratti
albini maschi di etd differente (da 2 a 4 mesi). Sono state effettuate due raccolte di urina di 12
are ciascuna, la prima durante i periodo di luce (ore 8-20), la seconda durante il periodo di
buio {are 20-8). Durante il periodo di luce ¢ state evidenziata una escrezione
significativamente pit elevata (p < 0.005) di tali metaboliti. I stata inoltre osservata wna
signtficativa correlazione negativa tra lo coneentrazione urinaria degli acidi mercapturici ¢
Ueta dell’animale, migliore durante il periodo di luce (r = -0.821), rispetto al periodo di buio
(r=-0.680). (A. Buncaro, F. Giosrri, L. Pozzonon, E. Rizzi, AL Trevisan. Variazioni giornaliere
dell’escrezione degli acidi mercapturici ed influenza dell’eta nel ratto. Progr Med Lab

1987:3:219.221).
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ABSTRACT: Urinary diwrnal excretion of the mercapturic acids was valuated in Albino male rats
of different age. Two samples of wrines were collected long a period of 12 hours cach, the
Jormer during the light period (8 am-8 pm ), the latter during the dark period (8 pm-8 am). A
significant higher excretion of the mercapturic acids duwring the Light period was observed

(p < 0.005). A significant negative correlation between urinary mercapturic acids excretion and
age of the rats was shown, better during the light period (r = -0.821 ) than the dark period
(r=-0.680). (A. Buncaro, I, Giorrri, L. Pozzonson, E. Rz, A Trevisan. Diurnal variation of
the mercapturic acids excretion and age dependence in the rat. Progr Med Lab 1987;3:219-221).

Ky worns: Mercapturic acids - Divrnal varlation - Age

Introduzione

Gli acidi mercapturici (o tioeteri) sono prodotti di
escrezione della coniugazione di sostanze reattive
elettrofile come gli epossidi con gruppi nucleofili del
glutalione per mezzo di transferasi speciliche. Lesc-
rezione degli acidi mercapturici & correlata all’assor-
bimento da parte dell’organismo di sostanze reattive
(cosiddette alchilanti), principalmente di natura chi-
mica®, ma anche alimentare’. E stata inoltre dimos-
trala una significativa correlazione tra il fumo di ta-
bacco (n. sigarctte/dic) e escrezione urinaria di tali
melaboliti®. La valutazione della concentrazione dei
tioeteri nell’urina & stala proposla come inlegrante la
batteria di test per il monitoraggio biologico delle
sostanze mulagene efo cancerogene.
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Nell'uomo ne & stata dimostrata una notevole
variazione intra ed interindividuale’, imputabile
verosimilmente alla dieta efo a fattori ambientali
extraprofessionali (fumo, in particolare).

Nel corso di studi sperimentali sul metabolismo di
alcune sostanze tossiche, abbiamo osservato nel ratto
variazioni giornaliere della coneentrazione urinaria
degli acidi mercapturici; & stato inoltre osservato
come ’eta dell’animale ne influenzi la concen-
trazione urinaria. Nel presente lavoro abbiamo vo-
luto pertanto evidenzare le variazioni giornaliere
dell’escresione urinaria degli acidi mercapturici ed il
comportamente di tale metabolita in rapporto
a'letd.

Materiali e Metod:

20 ratti maschi, albini, Wistar (S. Morini, S. Polo
d’Enza, RE), del peso variante da 230 a 405 g (eta
compresa tra 2 ¢ 4 mesi), sono stati stabulati indivi-
duahmente in gabbie metaboliche (S. Morini) per 24
ore, mantenutl a dieta standard (Nuova Zoofarm,
Padava), abbeverati ad libitum e con ritmo luce/buio
di 12 ore. Le urine sono state raccolte in contenitori
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immersi in un bagno di ghiaccio e ai quali era stata
preventivamente aggiunta una punta di spatola di
acido L-ascorbico come antiossidante. I campioni so-
no slati raccolti ogni 12 ore e gli acidi mercapturici
sono. stati immediatamente dosati col metodo di
Sperduto et al."* da noi modilicato''. Tale metodo de-
termina la concentrazione dei gruppi —SH mediante
la reazione celorimetrica di Ellman'2. Il coelliciente
di variazione nel nostro laboratorio & di + 3%.

I valori ottenuti sono stati corretti per la concen-
trazione della creatinina, determinata con Kit com-
merciale (Boelringer, Mannheim, FRG) ed espressi
in mmol di -SHjmmol di creatinina.

Le determinazioni spettrofotometriche sono state
effettuate con uno spettrofotometro Perkin-Llmer
maodello 550 {Norwalk, Conn., USA).

L’analisi statistica & slata eseguita col test t per dati
appaiati e col caleolo del coelficiente di correlazione
lineare """

Risultati

[n Tabella I sono riportati 1 valori medi della con-
centrazione urinaria degli acidi mercapturici deler-
minati nel campione del periodo ore 8-20 ed in queﬂo
del periodo ore 20-8. E evidente una escrezione uri-
naria slgmthtlvdmenfﬁ maggiore di coniugati cistel-

nici (p < 0.005) nel periedo 8-20.

Tab. T-Variazione giornaliera dell’escrezione degli acidi mercap-
Lurici con le urine.

Ore N. animali mmaol-SH/mmol P
creatinina

8-20 20 0.27 + 0.09

20-8 20 0.22 4 0.04 <8003

La Figura 1 presenta la correlazione tra Uescrezio-
ne urinaria di acidi mercapturici e I'ela dell’animale
(valutata mediante il peso) nei due periodi di prelie-
vo considerati, La stretta correlazione esistente tra
invecchiamento e riduzione dell’escrezione vrinaria
degli acidi mercapturici  messa in evidenza dal buon
coefliciente di correlazione lineare “r”. Tale correla-
zione ¢ migliore nel periodo 8-20 (r = —0.821) rispel-
to al periodo 20-8 (r = -0.680).

Discussione
Beck et al." dimostrano ’esisteniza di un ritmo ¢ir-

cadiano del glutatione ridotto nel fegato di ratti e to-
pi; la concentrazione epatica del glutatione cra pia
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Iig. 1 - Correlazione tra 'eta {valutata mediante il peso) e 'escre-
zione urinaria di acidi mercapturici nel ratto: a) e ore 8-20 () =
=-0.0013x + 0.68; r = —0.821; p < 0.001): b) 5 ore 20-8 (y
—0.0005x + 0.37; r = —0.680; p < 0.001).

elevata la notte (ore 4) e al mattino presto (ore 8) e
pitt bassa nel tardo pomeriggio (ore 20), con un mas-
simo di variazione del 25-30%. Cio appare verosimil-
mente in rapporto al fatto che i ratti assumono pit ci-
bo-durante la notte che non durante il giorno e "im-
portanza del ruolo dell’alimentazione é dimostrato
dal fatto che, in condizioni di digiunoe per 1-2 giorni,
il livello del glutatione ridotto epatico pud ridursi del
50-70% 0,

[ nostri risultati dimostrano che escrezione uri-
naria degli acidi mercapturici, i quali necessitano del
glutatione ridotto per formarsi durante il processo di
conlugazione, segue un ritmo circadiano apparente-
mente opposto a quello del glutatione ridotto epati-
co. Tali risultati tengono pen‘) conto di un periodo.di
12 ore, con inizio della prima raccolta (010 8) nel mo-
mento della massima concentrazione epatl(a del glu-
tatione ridotto disponibile per la coniugazione e ddld
seconda (ore 20) in quello di minima concentrazione.
Considerando il tempo necessario al compiersi del-
Iintere processo metabolico (circa 9 ore nel ratlo),
appare verosimile un opposto andamento tra concen-
trazione del glutatione rvidotto nel fegato ed acidi
mercapturici nelle urine.

IX noto che generalmente la capacita metabolica
epatica diminuisce con 'eta. | nostri risultati dimo-
strano che escrezione urinaria degli acidi mercaptu-
rici vaincontro ad una Gmmﬁcatwa riduzione con e-

ta. La correlazione tra riduzione di metaboliti coniu-
gati e aumento dell’eta appare particolarmente stret-
ta. Ci0 [a ritenere una correlata riduzione della capa-
cila coniugativa del sistema GSH-glutation-5-trans-
ferasi.
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Conclusiont

Quanto rilevato appare, in ipotesi, di nolevole in-
teresse data 'importanza che riveste tale [ase meta-
holica nella detossificazione delle sostanze alchilanti,
suggerendo una maggior suscettibilita dei soggetli
pit anziani all’azione mutagena e/o cancerogena di
tali sostanze che largamente sono rappresentate, ol-
tre che nell’ambiente di lavoro, anche nell’atmoslera
e negli alimenti.
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