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Przedstawiono wyniki oznaczedi methemoglobiny u szczuréw po 30, 45, 60,
75 i 90 dniach narazenia na octan olowiawy oraz azotyn sodu. Dodatkowo po
90 dniach zmierzono poziom hemoglobiny, pozabialkowych grup - SH (w erytro-
cytach) oraz wolnego tryptofanu (w osoczu krwi). U szczuréw otrzymujacych
otéw i azotyn pojedynczo, stwierdzono wzrost poziomu methemoglobiny przy
réwnoczesnym spadku poziomu hemoglobiny, wolnych grup sulfhrylowych oraz
tryptofanu. tgcznie narazenie zwierzat na otdw i azotyn przez 90 dni nie pro-
wadzi do zmiany w stezeniu methemoglobiny.

Cecha wspotczesnych zatru¢ Srodowiskowych jest ich kompleksowy charakter [22].
Ogromna réznorodno$¢ zwigzkéw stwarza przy tym nieograniczone mozliwosci po-
tencjalnego oddziatywania na procesy biochemiczne ustroju. W problematyce fgcznego
narazenia istotne znaczenie maja te ksenobiotyki, ktére stwarzajg najwieksze za-
grozenia, zaréwno ze wzgledu na koncentracje w $rodowisku jak i zasieg ich od-
dziatywania na populacje ludzi.

Zagrozenia wynikajace z obecnosci otowiu oraz azotynow sg niekwestionowanie [13,
14, 15], dlatego wydawato sie celowe podjecie badan dotyczacych analizy bioche-
micznych skutkéw réwnoczesnego narazenia organizmu na wymienione ksenobiotyki.

Mechanizm toksycznego oddziatywania otowiu [11] i azotynéw [19, 21] na erytrocyty
zostat dobrze poznany i szeroko opisany, natomiast charakter ich toksykologicznej
interakcji pozostaje problemem otwartym.
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MATERIAL | METODYKA

Badania wykonano na czterdziestu o$miu biatych szczurach - samcach Wistar, otrzymanych
z hodowli zwierzat laboratoryjnych w Brwinowie k. Warszawy. Zwierzetom o poczatkowej
masie 220-250 g podawano pasze standardowg LSM i wode ad libitum. Szczury kontrolne
badane otrzymywaty sonde do zotgdka odpowiednio - wode destylowang lub badane zwigzki
w odstepach dobowych przez 90 dni.

Zwierzeta podzielono na 4 grupy po 12 sztuk: | grupa (kontrolna) - otrzymywata wode
destylowang; Il grupa - azotyn sodu w dawce 30 mg/kg m.c. x dzien (20% LDso); Il grupa
- octan otowiawy w dawce 10 mg/kg m.c. x dzieA (6,7% LDso) IV grupa - octan otowiawy
i azotyn sodu w dawkach jak wyzej.

Wode destylowang oraz badane zwigzki podawano szczurom w objetosci 0,5 ¢cm3200 g m.c.
Jedynie w grupie 1V, aby nie przekroczy¢ dziennej objetosci podawanych roztworéw w stosunku
do pozostatych grup, zwierzetom podawano (oddzielnie) Pb (CH3COO)2 i NaN02 o dwukrotnie
wyzszych stezeniach w objetosci 0,25 ¢cm3200 g m.c.

W celu unikniecia ewentualnej interakcji chemicznej w przewodzie pokarmowym szczuréw,
w grupie o narazeniu tgcznym (Pb + NaNO02) roztwory podawano w odstepach czterech godzin
- przy czym jako pierwszg podawano zawsze sél metalu.

Oznaczenia methemoglobiny (Met-Hb) wykonywano kazdorazowo przez podbranie krwi
z ogona, 24 h po, 45, 60, 75 i 90 dniach narazenia. W ten spos6b pobierano krew do badan
hemoglobiny, ktére wykonano 24 po ostatnim - dziewiecdziesigtym podaniu zwigzkéw. Nastep-
nie zwierzeta skrwawiono w stabej narkozie eterowej i oznaczono pozostate parametry bio-
chemiczne.

W pelnej krwi oznaczono poziom methemoglobiny metodg Evelyna i Malloya [7] oraz
hemoglobiny wg Drabkina [1].

W osoczu okreslono poziom wolnego tryptofanu wg Messineo i Musarry [20], a w erytro-
cytach poziom wolnych grup sulfhydrylowych [6]. Poziom wolnych grup - SH badano na
analizatorze biochemicznym Cobas Mira S szwajcarskiej firmy Hoffmann - La Roche. We
wszystkich przypadkach jako $rodka przeciwzakrzepowego uzywano heparyny.

Testem t-Studenta sprawdzono istotno$¢ roznic w $rednich stezeniach oznaczanych para-
metréw w poszczegdlnych grupach badanych wzgledem kontrolne;j.

WYNIKI

Wyniki oznaczen poziomoéw methemoglobiny (w % catkowitej hemoglobiny) w po-
szczegblnych okresach badawczych przedstawiono w tabeli I.

Poziom hemoglobiny (w ¢/100 cm3 krwi), wolnych grup sulfhydrylowych (wyra-
zonych w mmolach zredukowanego glutationu/dm3 erytrocytéw) oraz wolnego trypto-
fanu (ju,molach/dm3 osocza) przedstawiono w tabeli II.

W obydwu tabelach podano wartosci srednie, przedziaty ufnosci (x+t0s) oraz réznice
statystycznie istotne w stosunku do poziomdéw kontrolnych.

Jak wynika z tabeli | poziom methemoglobiny we krwi szczuréw narazonych na
azotyn sodu (grupa Il) wzrasta istotnie juz od 30 dnia badan. W ostatnim 90 - tym
dniu odnotowano ponad trzykrotny wzrost tego parametru w stosunku do grupy
kontrolnej.

Efekt methemoglobinotwoérczy octanu otowiawego zaobserwowano dopiero w 75
dniu narazenia, natomiast po 90 dniach wzrost ten byt jeszcze bardziej istotny -
przewyzszajacy niemal 2,5 krotnie wartosci uzyskane dla grupy kontrolne;j.

U zwierzat, ktorym podawano octan olowiawy i azotyn sodu tgcznie (grupa 1V) nie
stwierdzono rdéznic w stosunku do grupy kontrolnej w ciggu catego okresu badan.
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Tabela I. Srednie wartosci stezeh methemoglobiny (w % catkowitej hemoglobiny we krwi
szczura podczas 90-dniowej intoksykacji
The mean level of methemoglobin (in total hemoglobin %) in the rats blood
during 90-days intoxication

Rdznice istotne statystycznie w stosunku do pozioméw kontrolnych:
*p<0,02 **p<0,01 ***p<0,001

Tabela Il. Poziom hemoglobiny (g/100cm3 krwi), wolnych grup sulfhydrylowych (mmol
glutationu/dm erytrocytéw) oraz wolnego tryptofanu (/nmol/dm osocza) u
szczur6w po 90 dniowej intoksykaciji.

The levels of hemoglobin (g/l0OOcm3 blood), free sulfhydryl groups (mmol
glutathione/dm3of erythrocytes) and free tryptophan (/imol/dm of plasma) in
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Nie zmienito sie stezenie grup sulfhydrolowych w erytrocytach zwierzat otrzymu-
jacych fgcznie Pb(CH3COO)r i NaNO:, natomiast w pozostatych grupach odnotowano
istotne obnizenie wartosci tego parametru. W grupie Il (NaN02 spadek ten wynosit
33%, a w grupie 11l (Pb(CH3C00)2 - 25%.

Stezenie wolnego tryptofanu w osoczu obnizyto sie o okoto 14% w grupie zwierzat
otrzymujacej azotyn i 0 12% w grupie zwierzat narazonej na otow.

OMOWIENIE WYNIKOW

Gtownym kierunkiem toksycznego dziatania azotynéw na organizm jest proces
przeksztatcania hemoglobiny w methemoglobine. Z badan ostatnich lat [19, 21] wy-
nika, ze utlenianie Fe2+ do Fe3+ przez azotyny jest mozliwe, nie tylko w sposob
bezposredni. Podczas utleniania hemoglobiny dochodzi takze do uwalniania wolnych
rodnikow i aktywnych form tlenu, ktére mogg réwniez utlenia¢ zelazo z Fe2+ do Fe3+

W niniejszych badaniach stwierdzono, ze azotyn sodu powoduje statystycznie istotny
wzrost poziomu Met-Hb u zwierzat poczawszy od 30 dnia narazenia. Swiadczy to
0 wyraznym methemoglobinotwdérczym dziataniu tego zwigzku w warunkach ninie-
jszego eksperymentu. Stezenia Met-Hb (4,17%) po 90-dniowym podawaniu azotynu
jest bardzo zblizone do wynikdw uzyskanych przez Podolak-Majczak, ktéra w podob-
nych warunkach, stosujac dawke 20 mg NaNC>2kg m.c. otrzymata $rednig warto$¢ tego
parametru réwng 4,20% [16].

Badania dotyczace toksycznego oddziatywania otowiu na organizm, koncentrujg sie
gtownie na zaburzeniach w syntezie hemoglobiny. Pojawiajg sie jednak doniesienia
o mozliwosci utlenienia hemoglobiny do methemoglobiny przez ten pierwiastek. Praw-
dopodobnie proces ten zachodzi w erytrocycie na drodze posredniej, stymulowany
wytwarzaniem aktywnych form tlenu [10] o silnych wiasciwosciach utleniajgcych.

W zatruciu otowiem obserwuje sie rowniez podwyzszony poziom HbF [13] (bardziej
podatnej na utlenianie niz HbA [14]). Udowodniono takze wplyw tego metalu na
aktywnos$¢ wielu enzyméw odpowiedzialnych za utrzymanie réwnowagi redox w ko-
morce: reduktazy methemoglobiny [18], reduktazy glutationowej, dehydrogenazy gluko-
zo-6-fosforanowej [9], katalazy [18] oraz dehydrogenazy mleczanowej [4] i dysmutazy
ponadtlenkowej [2].

Analizujac przedstawione wyniki mozna zauwazy¢, ze w grupie otrzymujacej octan
otowiawy wystepuje wyrazna tendencja do wzrostu stezenia methemoglobiny poczawszy
od 30 dnia narazenia. Jednak dopiero w 75 i 90 dniu obserwuje sie statystycznie
istotne podwyzszenie stezenia tego parametru.

U zwierzat otrzymujacych réwnocze$nie otdw i azotyn przez 90 dni, nie zaobser-
wowano zmian w stezeniu Met-Hb, w stosunku do grupy kontrolnej. Moze to $wiad-
czy¢ o antagonistycznym dziataniu obu podawanych zwigzkéw. Trudno jest jednak
okres$li¢ charakter tego antagonizmu na tym etapie badan.

Poréwnujac wartosci Met-Hb uzyskane w grupie poddanej tagcznemu dziataniu oto-
wiu i azotynu z pozostatymi grupami, mozna wnioskowaé, ze otdbw wyraznie obniza
dziatanie methemoglobinotwércze azotynu. Podobne efekty zauwazono w badaniach
dotyczgcych réwnoczesnego oddziatywania jonéw Cu2+ i NaN02 na methemoglobi-
nemie u szczura [5].
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Poziom hemoglobiny w grupie zwierzat narazonych na azotyn jest istotnie nizszy
w stosunku do grupy kontrolnej. Obserwowang niedokrwisto$¢ mozna ttumaczy¢ zabu-
rzeniami biosyntezy hemu. Jeden z jej etapdw - dekarboksylacja kwasu delta amino -
beta - ketoadypinowego do kwasu delta aminolewulinowego jest katalizowana przez
fosfopirydoksal (witamina B(). Wedtug Lhuissier [12] azotyny wywotujg destrukcje
witamin z grupy B. Bardziej istotne obnizenie poziomu Hb odnotowano w grupie
szczuréw otrzymujacych sam zwigzek otowiu. Jest to typowa reakcja organizmu w za-
truciach tym metalem.

W prezentowanym dos$wiadczeniu stwierdzono istotne obnizenie poziomu niebial-
kowych grup sulfhydrylowych zardwno u zwierzat otrzymujgcych octan otowiu jak
i azotyn pojedynczo. W wiekszosci komorek ssakow siarka glutationu stanowi ponad
90% siarki niebiatkowej [3], mozna zatem stwierdzi¢, ze obnizenie zawarto$ci nie-
biatkowych grup -SH moze by¢ utozsamiane z obnizeniem poziomu zredukowanego
glutationu (GSH), wykorzystywanego miedzy innymi do redukcji methemoglobiny [8].
Obnizenie stezenia GSH po 90 dniach narazenia szczuréw na azotyn sodu oraz octan
otowiowy (podawanych pojedynczo) moze $wiadczy¢ o obronie organizmu polegajacej
na udziale GSH w procesie redukcji methemoglobiny. Wzrost poziomu methemoglo-
biny, obserwowany w obydwu grupach bytby prawdopodobnie wiekszy w przypadku
braku mechanizmu redukcji. Mozna réwniez zatozy¢, ze w erytrocycie narazonym na
te zwigzki, bardziej uprzywilejowane jest wykorzystywanie NADPH przez reduktaze
methemoglobiny niz przez reduktaze glutationu.

Sumowanie powyzszych mechanizméw - udziat GSH w redukcji methemoglobiny
oraz zmniejszona wydajnos¢ redukcji glutationu prowadzi w konsekwencji do istotnego
obnizenia zredukowanego glutationu. U szczuréw narazonych na oldéw, obnizenie
wolnych grup - SH moze wynika¢ dodatkowo z bezpos$redniego taczenia sie otowiu
Z tymi grupami.

W facznym oddziatywaniu otowiu i azotynéw na grupy sulfydrylowe w erytrocytach,
daje sie zauwazy¢ objawy efektu antagonistycznego, poniewaz stezenie ich w porow-
naniu do zwierzat otrzymujacych badane zwigzki pojedynczo jest wyraznie podwyzszone
i nie rozni sie istotnie od poziomu w grupie kontrolnej.

Wolny tryptofan osocza obnizyt sie istotnie u zwierzat otrzymujgcych azotyn i octan
otowiu jednoczes$nie, u ktérych stwierdzono wysoce znamienny wzrost poziomu methe-
moglobiny. Prawdopodobnie taka reakcja organizmu moze by¢ spowodowana zwigk-
szonym zapotrzebowaniem erytrocytu na ten aminokwas. Tryptofan bowiem, przek-
sztalcony w kwas nikotynowy, jest wykorzystywany do syntezy nukleotydéw - NAD
i NADP, niezbednych w reakcjach enzymatycznych redukcji methemoglobiny do he-
moglobiny.

WNIOSKI

1. Wzrost poziomu methemoglobiny oraz jednoczesny spadek stezenia grup sulfhy-
drylowych i tryptofanu obserwowany w subchronicznym zatruciu szczuréw zaréwno
otowiem jak i azotynem moze $wiadczy¢ o ich destrukcyjnym oddziatywaniu na me-
chanizmy chronigce hemoglobine przed utlenianiem.

2. taczne 90-dniowe narazenie szczuré6w na azotyn i otdw nie wplywa na zmiane
methemoglobiny, pozabiatkowych grup sulfhydrylowych oraz wolnego tryptofanu. Fakt
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ten w kontek$cie wysoce znamiennych zmian stezen w grupach narazonych na po-
jedyncze dziatanie Pb(CH3COO)r i NaNCh $wiadczy o antagonistycznym dziataniu
podawanych zwigzkéw w stosunku do wymienionych parametrow biochemicznych.
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EVALUATION OF THE COMBINED EFFECT OF LEAD AND SODIUM NITRITE
ON SOME BLOOD BIOCHEMICAL PARAMETERS IN RATS DURING
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PART I. INFLUENCE ON METHEMOGLOBIN, SULFHYDRYL GROUPS AND
TRYPTOPHAN LEVELS

Summary

The study was performed on 4 groups of male Wistar rats, receiving p.o. through 3 months
every day: 1) dest. water (control group); 2) sodium nitrite in dose 30 mg/kg b.w. x day (20%
LDso); 3) lead acetate in dose 10 mg/kg b.w. x day (6,7% LDso); 4) lead acetate and sodium
nitrite in amounts as above.

The methemoglobin and hemoglobin were determinated in whole blood, tryptophan - in
plasma and free sulfhydryl groups - in erythrocytes.

There was shown methemoglobin creative effects by nitrite (4,17%) and lead (3,02%) after
90-days intoxication.

Both nitrite and lead significantly decrease free sulfhydryl groups and tryptophan levels in
blood.

There was also observed that lead administrated together with sodium nitrite does not
increase methemoglobin concentration.
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