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W pracy przedstawiono wplyw kadmu i olowiu na wybrane wskazniki bioche-
miczne i oksydacyjne u samcow szczuréw. Sprawdzono réwniez, w jakim stopniu
witaminy E i C sq w stanie zapobiec ewentualnym zmianom patologicznym, wy-
wolanym przez oba metale.

Hasta kluczowe: kadm, otow, witamina E, witamina C, stres oksydacyjny, szczury.
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Posréd metali cigzkich mozna wyrdznié¢ pierwiastki niezbgdne dla funkcjonowa-
nia organizméw zywych, tzw. mikroelementy, jak rowniez pierwiastki o nieznanej
roli fizjologicznej, ktore przewaznie wywierajq nan dziatanie toksyczne. Do takich
metali nalezy m.in. kadm (Cd) i otéw (Pb). Stanowia one sktadnik chemicznych
zanieczyszczen srodowiska, tatwo przenikaja przez blony komdrkowe, maja zdol-
no$¢ kumulowania si¢ w wielu narzadach i wywierania wielokierunkowych, czgsto
oddalonych w czasie zmian chorobowych. Zaréwno Cd, jak i Pb pomimo, Ze nie sa
aktywne w reakcjach redox, zmieniaja wewnatrzkomoérkowy status oksydacyjny,
stymulujac powstawanie w organizmie stresu oksydacyjnego (SO), w wyniku cze-
go dochodzi do nasilenia peroksydacji lipidow, uszkodzenia bialek, DNA, zmian
w ekspresji genow i procesach apoptozy (1, 2, 3). Na zasadzie interakcji Cd zmienia
metabolizm cynku, miedzi, zelaza i selenu, co zaburza funkcje regulacyjne oraz po-
woduje zmiany morfologiczne i czynnosciowe w poszczegdlnych narzadach (4).

Celem pracy bylo okreslenie, czy podawanie metali wraz z tatwo dostepnymi
zwiazkami o charakterze przeciwutleniaczy takimi, jak witamina E i C, jest w stanie
zapobiec ewentualnym zmianom wybranych wskaznikow oksydacyjnych i bioche-
micznych w narzadach.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 72 szczurach samcach szczepu Wistar/Hannover,
o $redniej masie ciata 350 g i wieku 5 miesigcy. Zwierzeta zostaty losowo podzielo-
ne na 12 grup, oznaczonych nastepujacymi skrotami (w kazdej n = 6): (K) — zwie-
rzeta kontrolne; (Cd) — zwierzgta otrzymujace kadm w destylowanej wodzie do
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picia w ilosci 30 mg/dm’ (chlorek kadmu CdCl, x 2.5 H,0O cz.d.a. — POCH S.A.
Gliwice); (Pb) — zwierzgta otrzymujace otow w destylowanej wodzie do picia w ilo-
$ci 30 mg/dm’ (octan otowiu Pb(CH,COO), x 3 H,O cz.d.a. - POCH S.A. Gliwice);
(CdPb) — zwierzeta otrzymujace oba pierwiastki w ilosciach podanych wyzej; (CdC)
— szczury otrzymujace kadm oraz witaming C w postaci iniekcji domigsniowych
w ilos$ci 10 mg/szczura co 5 dni (Vitaminum C, Pliva, Krakéw); (PbC) — szczury
otrzymujace otow oraz witaming C (j.w.); (CdPbC) — szczury otrzymujace oba te
pierwiastki i witaming C; (CdE) — szczury otrzymujace kadm oraz witaming E (10
mg/szczura) z selenem (0,1 mg/szczura) w postaci iniekcji domig$niowych co 5 dni
(VIT. E50+SE, Novartis, Holandia); (PbE) — szczury otrzymujace otéw oraz wita-
mine E z Se (j.w.); (CAPbE) — szczury otrzymujace oba te pierwiastki i witamine E
z Se; (C) i (E) — zwierzgta otrzymujace odpowiednio tylko iniekcje witaminy C lub
E (j.w.).

Po zakonczeniu doswiadczenia (po 25 dniach) od wszystkich szczuréw, beda-
cych w narkozie halotanowej (Narcotan, Leciva Czechy), pobrano maksymalna
ilos¢ krwi metoda punkcji serca, az do catkowitego skrwawienia zwierzgcia. W pet-
nej krwi, zaraz po jej pobraniu, oznaczono aktywno$¢ peroksydazy glutationowe;j
(GPx) (5). Pozostatg krew odwirowano w temp. 4°C przez 10 min. przy 3000 obr./
min., a oddzielone osocze do czasu przeprowadzenia oznaczen zamrozono w temp.
—22°C. Bezposrednio po skrwawieniu zwierzecia wycinano fragmenty watroby, ser-
ca, nerek, ptuc oraz gonad w celu oznaczenia w nich koncentracji dialdehydu ma-
lonowego (MDA) (6). MDA oznaczano w 20% homogenacie w/w tkanek w ptynie
fizjologicznym. W osoczu krwi okre$lono koncentracje MDA, kwasu moczowego,
biatka catkowitego, kreatyniny, cholesterolu i glukozy oraz aktywno$¢ aminotran-
sferazy alaninowej (ALT) i asparaginianowej (AST) (zestawy diagnostyczne Pointe
Scientific Polska sp. z 0.0.)

W ciagu 25 dni trwania dos§wiadczenia przecigtne spozycie wody wynosito w gru-
pie (K) ok. 35 cm*/szczura na dobe, w grupach (Cd), (CdE), (CdC) (CdPb), (CdPbE)
i (CdPbC) ok. 40 cm’, a w grupach (Pb), (PbE) i (PbC) — ok. 45 cm’, co oznacza, ze
przecigtna dawka kadmu pobranego przez szczura wynosita 1,2 mg/dobeg, otowiu
— 1,35 mg/dobg, zas$ kadmu i otowiu tacznie — po 1,2 mg obu tych pierwiastkow.

Statystyczne opracowanie wynikdw obejmowato wyliczenie $rednich arytme-
tycznych, btedu standardowego $redniej (SEM) oraz istotno$ci roznic w stosunku
do grupy kontrolnej (test z-Studenta).

Badania na zwierzetach wykonano zgodnie z wytycznymi ustawy ,,0 Ochronie
Zwierzat” 1 zaleceniami Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierze-
tach przy UWM w Olsztynie (zezwolenie nr 40/2009/N).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Laczne podawanie szczurom kadmu i otowiu w wodzie do picia spowodowato
istotny statystycznie wzrost aktywnosci GPx w osoczu, w stosunku do grupy kon-
trolnej. Podobne zmiany zaobserwowano w grupach zwierzat otrzymujacych Cd
1 Pb lacznie z witaming C. Z kolei oba te metale, ale stosowane osobno i bez ostony
witaminowej nie wykazywaly wplywu na aktywno$¢ tego enzymu (tab. I).
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W grupach doswiadczalnych otrzymujacych Cd i Pb wraz z witamina E wzrosta
aktywnos¢ AST, za$ u zwierzat z grup (CdPbE) i (E) — poziom glukozy (tab. I).

Laczne podawanie Cd i Pb oraz obu metali wraz z wit. C spowodowato podwyz-
szenie poziomu MDA w nerkach i watrobie, natomiast oba metale podawane tacz-
nie, ale bez ostony witaminowej, zwigkszaly jego koncentracj¢ w ptucach (tab. II).
Zarowno Cd, jak i Pb oraz oba te pierwiastki podawane facznie z wit. C podwyzsza-
ly stezenie MDA w jadrach, czego nie obserwowano przy stosowaniu wraz z nimi
wit. E. Poziom dialdehydu malonowego wzrdst takze w sercu w grupie (Pb) oraz
w osoczu w grupach (Cd), (CdPbC) i (C). Z kolei iniekcje samej wit. E obnizyty
koncentracjg¢ MDA w sercu i w osoczu, w stosunku do grupy (K) (tab. II).

Tabela Il. Poziom MDA w tkankach i w osoczu (+ SEM)
Table Il. MDA levels in tissues and blood plasma (+ SEM)

Grupa Serce \ Nerki \ Watroba3 Jadra \ Ptuca \ Osocze3
(umol/dm?® | (umol/dm®) | (umol/dm?®) | (umol/dm®) | (umol/dm®) | (umol/dm?)
K 3,12+0,21 3,78+0,26 3,63=0,14 5,24+0,69 4,88+0,2 9,1+0,55
Cd 3,2+0,12 4,01*+0,35 3,2+0,2 5,28*+0,64 | 5,27 =0,22 | 10,20*+0,35
Pb 3,82*+0,14 | 4,18*+0,28 | 3,65=0,09 |4,07**+0,96 | 5,02+0,11 10,32+0,06
CdPb 4,06*+0,21 | 4,43**+0,29 | 3,82+0,22 | 5,92**+0,86 | 5,21*+0,09 | 12,0*+0,09
CdC 3,7+0,33 4,88*+0,17 | 4,11* x0,25 | 7,91*=1,27 4,65+0,2 9,29+0,4
PbC 3,93+0,13 | 4,84*+0,13 | 4,68*+0,18 | 8,04**+0,48 | 4,92+0,09 9,29+0,46
CdPbC | 4,96+0,19 |5,62**+0,28 | 5,01**+0,34 | 8,32**+0,85 | 5,00+0,33 | 11,23*+0,47
CdE 3,99+0,14 4,22+0,09 3,77x0,13 4,43 0,41 4,56+0.37 9,90+0,86
PbE 3,97+0,16 4,18+0,22 3,34+0,17 4,43 +0,11 4,52+0,32 9,84+0,29
CdPbE | 4,15+0,09 | 2,59*+0,18 | 3,52+0,05 | 4,94*+0,29 | 4,98+0,18 | 9,27+0,18
C 4,99+0,15 |5,78**+0,23 | 3,91+0,21 5,65+0,85 4,71+0,14 |10,11*+0,09
E 2,98**+0,11 | 3,12+0,06 | 3,46=0,07 5,83+0,5 4,63+0,19 | 7,18*+0,32

Objasnienia: * p <0,05; ** p < 0,01 w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Wiadomo jest, ze Cd i Pb kumuluja si¢ w organizmie dzialajac toksycznie na
watrobe, nerki, pluca, serce, jadra, czy uktad nerwowy (3, 7). W takich samych wa-
runkach Pb najsilniej uszkadza nerki, serce i jadra, a w najmniejszym stopniu watro-
be¢ i pluca (tab. II). Moze to wynika¢ m.in. ze specyfiki narzadowej oddzialywania
otowiu wynikajacej z obecnosci biatka wiazacego otow, ktorego synteze stymuluje
rowniez sam Pb (3, 8). Przy podobnych zmianach we wskaznikach stresu oksy-
dacyjnego, w watrobie, w przeciwienstwie do nerek, nie zaobserwowano rowniez
zadnych zmian histopatologicznych (9, 10). Swiadczy to o tym, iz SO nie jest jedy-
nym elementem toksycznosci otowiu (9, 10). Pomimo tego, ze zaréwno Cd, jak i Pb
indukuja w watrobie SO, taczne podawanie obu metali nie zwigksza jego nasilenia,
w porownaniu do ich podawania pojedynczo (tab. II). Wedtug Dagget i Saboli¢, gdy
wystepuja one w podobnej koncentracji, kadm wydaje si¢ by¢ bardziej toksyczny
(10, 11). Z kolei w jadrach, SO, bez wzgledu na jego przyczyne powoduje zmiany
w przeptywie krwi, przesytaniu sygnaléw endokrynnych i procesach apoptozy (12).
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Cd i Pb uszkadzaja mitochondria komorek Sertoliego, zwigkszajq peroksydacje lipi-
doéw w plynie nasiennym i w samych plemikach (13, 14), czemu towarzyszy wzrost
poziomu MDA, réwniez w grupach otrzymujacych witaming C (tab. II).

Zwigkszona koncentracje MDA zaobserwowano rowniez w sercu u SZczurow z grup
(Cd) i (CdPb). Poniewaz jednym z mechanizméw oddzialywania otowiu na status
oksydacyjny jest hamowanie syntezy tlenku azotu, regulujacego posrednio wykorzy-
stanie tlenu w mitochondriach, tak wiec przy spadku jego poziomu wzrasta ryzyko
uszkodzen serca i schorzen uktadu krazenia (15), powodowanych m.in. przez SO.

Zaréwno kadm, jak i oléw obnizajq ogolna pojemnosé antyoksydacyjna organi-
zmu. Jednocze$nie, zaburzajac metabolizm selenu, metale te, gtdéwnie kadm, wpty-
waja na aktywnos¢ enzymoéw antyoksydacyjnych, w ktérych Se stanowi sktadnik
centrum aktywnego. Sa to tzw. enzymy naprawcze, tworzace trzecia, ostatnig lini¢
obrony, ktora jest likwidacja uszkodzen juz powstatych w wyniku dziatania ROS
(16). Do tych enzymdéw nalezy m.in. peroksydaza glutationowa, ktorej aktywnos¢
wzrosta najbardziej w grupach (CdPb), (CdC), (PbC) i CdPbC) (tab. I). Podawa-
nie witamin E i C w niejednakowym stopniu zapobiegato skutkom SO. Witamina
E obnizata koncentracj¢c MDA niemal we wszystkich grupach doswiadczalnych,
czasem nawet ponizej wartosci obserwowanych u zwierzat kontrolnych. Dzialajac
w charakterze wychwytywacza-putapki wolnych rodnikéw zatrzymuje ona proces
autooksydacji wielonienasyconych kwaséw thuszczowych, stabilizujac blonowe fo-
sfolipidy, jak réwniez biatka wewnatrz- i pozakomorkowe (17, 18). Z kolei witami-
na C w wigkszosci przypadkdéw nie zapobiegla negatywnym skutkom oddziatywa-
nia obu metali. Najwigksze jej ilosci wychwytywane sa przez narzady o wysokiej
aktywnosci metabolicznej. W zwiazku z tym anty- badz prooksydacyjne dziatanie
kwasu askorbinowego bedzie rézne w poszczegdlnych tkankach (19). W duzych
dawkach, w obecnosci metali aktywnych w reakcjach redox, moze ona dziata¢ jako
prooksydant, przyczyniajac si¢ do formowania rodnikéw hydroksylowych, jednej
z najbardziej aktywnych form ROS. Prowadzi to do nasilenia proceséw utleniania
lipidow, biatek, czy DNA. Istniejace w literaturze rozbieznosci dotyczace ochronne-
go dzialania witaminy C na lipidy, biatka i DNA moga wynika¢ z r6znej zdolnosci
makromolekutl do wigzania jonéw metali i nat¢zenia reakcji redox zachodzacych
z udziatem tych jonow (20).

Wyniki badan nie wykazujg zmian w poziomie wskaznikow biochemicznych, co
moze by¢ spowodowane krotkim czasem ekspozycji na Cd i Pb. Przy krotkotrwa-
tym narazeniu wzrasta poziom prekursorow SO, a wigc i jego nasilenie. Jednak przy
dhuzszej ekspozycji spada ono na skutek uruchomienia mechanizméw obronnych
takich jak wzrost poziomu glutationu, czy metalotioneiny, bedacej jednym z ele-
mentow detoksykacji (2). Badania zwierzat narazonych na zanieczyszczenia obecne
w $rodowisku naturalnym wykazaty u nich zaburzenia profilu endokrynologicznego
oraz wzrost poziomu wskaznikéw biochemicznych, gtownie odzwierciedlajacych
funkcj¢ watroby. Wzrost aktywnosci AST u szczurdw otrzymujacych oba metale
wraz z witaming E moze wskazywa¢ na inny niz oksydacyjny mechanizm powsta-
wania uszkodzen (tab. I). Z kolei wzrost koncentracji biatka calkowitego w grupach
(Pb) i (CdPb), prawdopodobnie jest skutkiem odmiennego mechanizmu indukowa-
nia SO przez oba metale i by¢ moze silniejszym prozapalnym oddziatywaniem oto-
wiu, ktory stymuluje syntezg bialek ostrej fazy i biatek ,,stresozaleznych” (2, 8).
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WNIOSKI

1. Najwieksze nasilenie stresu oksydacyjnego mierzone poziomem MDA miato
miejsce u zwierzat otrzymujacych kadm i otow lacznie oraz oba te metale wraz
z witaming C

2. Witamina E podawana wraz z Cd i Pb, w przeciwienstwie do witaminy C,
w duzym stopniu niwelowata wystgpowanie SO indukowanego przez oba te metale,
nie zapobiegata natomiast zaburzeniom powstajacym na drodze innej, niz stres ok-
sydacyjny (wzrost aktywnosci AST w osoczu).

M. Jedlinska-Krakowska

INFLUENCE OF CADMIUM, LEAD AND VITAMIN E AND C ON THE LEVELS
OF SELECTED OXIDATIVE AND BIOCHEMICAL INDICES IN RAT MALES

Summary

The aim of this study was to evaluate the effect of cadmium and lead given during 25 days of the exper-
iment in drinking water separately or in combination, or both metals given simultaneously in combination
with intramuscular injections of vitamin E and C, on the levels of oxidative (malondialdehyde — MDA,
glutathione peroxidase — GPx) and biochemical (uretic acid, total protein, creatinine, glucose, cholesterol,
AST, ALT) indices in lungs, kidneys, liver, heart, testes and blood of experimental animals. Adult male
Wistar/Hannover strain rats were used in the experiment. Cadmium and lead administrated simultaneo-
usly and both metals given in combination with vitamin C resulted in increased GPx in blood, while their
administration with vitamin E caused a rise in the activity of AST. Lead and cadmium given together in
combination with vitamin C caused a rise of MDA concentration in kidneys and liver, whereas both metals
given simultaneously but without vitamins caused higher MDA concentrations in lungs. Cd and Pb and
both metals administered with vitamin C brought an increase of MDA in testes, what was not observed in
rats receiving cadmium and lead simultaneously with vitamin E. Lead given separately caused increase
of MDA level in heart, whereas Cd, Cd and Pb together and vitamin C administered separately caused an
increase of this index in blood. In rats injected with vitamin E, the level of MDA was significantly lower
in heart and blood compared with the same indices in the control group of rats. Thus, vitamin E, in contrast
to vitamin C, seems to have stronger antioxidative activity under conditions of oxidative stress caused by
cadmium and lead.
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