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INFLUENCE OF LIFETIME EXPOSURE OF SUBLETHAL DOSES OF CADMIUM
TO SELECTED PARAMETERS OF CARBOHYDRATE METABOLISM

Agnesa Lukacinova, Jaroslava Novikovad, Eva Lovdsovd, Iveta Cimbolakovad, FrantiSek NiStiar

ABSTRACT

The aim of the study was to assess the effects of exposure to low doses of cadmium dissolved in drinking water (at a
concentration 200 times higher than the maximum permissible dose) on selected parameters of carbohydrate metabolism in
20 Wistar rats. Animals were divided into two groups — control and experimental groups exposed to low doses of cadmium
chloride in concentration 20 uM of drinking water. We studied the biochemical parameters, as glucose, hemoglobin,
glycated hemoglobin, lactate dehydrogenase and amylase in blood of rats. Glucose, hemoglobin, glycated hemoglobin and
amylase levels increased, lactate dehydrogenase was no changed of rats exposed to cadmium. Good indicators of chronic
intoxication by cadmium are elevated levels of glucose, hemoglobin and mainly glycated hemoglobin in blood. The
evaluation results should be taken into account not only the data at the end of the experiment but for the entire duration of

trials (i.e., more time steps), which results largely make objective.
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UVOD

Tazké kovy su bezné kontaminanty Zivotného prostredia
nasledkom priemyselnej a pol'nohospodarskej vyroby
(Tipping et al., 2006), ktoré nepodliehaji biologickej
degradacii a ich hladiny v jednotlivych zlozkach prostredia
(ovzdusie, voda a poZivatiny) postupne stupaja (Li et al.,
2010). Bezna populacia je kontaminovana najmai
potravovym retazcom (CDC, 2009).

Tazké kovy mozu vyvolat Siroka 8kalu toxicko-
biochemickych ucinkov, pdsobit nepriaznivo na mnohé
organy a systémy u l'udi a zvierat (Massanyi et al., 2007;
Holovska et al., 2009). Urcité tazké kovy ako zinok, med’
a mangan su potrebné pre fyziologické procesy, oproti
tomu iné toxické tazké kovy ako napr. kadmium su
polutanty prostredia (ATSDR, 2008) a méZzu nepriaznivo
posobit’ na zdravie Tudi (Liu, Qu, Kadilska, 2009).
Najnovsie $tadia poukazuju na to, ze tvorba reaktivnych
foriem kyslika (RFK) predstavuje zékladny patogeneticky
¢lanok kovmi indukovanej karcinogenézy (Valko et al.,
2006), so Specialnym zretelom na ulohu v aktivacii
signalno-transdukénych  drah, epigenetickych zmien
a reparacnych procesoch DNA (Salnikov & Zhitkovich,
2008). Zakladny patogeneticky mechanizmus toxicity
tazkych kovov spociva v oxidativnom strese postihnutych
organov, nasledkom tvorby RFK a lipidovej peroxidacie,
ktoré poSkodzuju rozne zlozky buniek vratane proteinov,
membranovych lipidov a nukleovych kyselin
(Martiniakova et al, 2010). Rastice znelistovanie
prostredia toxickymi tazkymi kovmi ma za nésledok r6zne
ochorenia, vratane nadorov, hematotoxicity, alergickych
ochoreni a imunotoxicity (Lukaé et al., 2009).

Ciel'om tejto prace bolo sledovat’ priemernt dobu Zivota,
prezivanie, vyvoj telesnej hmotnosti a vybrané parametre
sacharidového metabolizmu po celozivotnej expozicii
nizkymi davkami kadmia v pitnej vode u potkanov.

MATERIAL A METODY

Zvierata, podmienky chovu a experimentdlny protokol:
Do pokusu sme zaradili 20 samcov potkana Wistar, vo
veku 52 dni, priemernej hmotnosti 128 £11 g ziskanych z
SPF chovu Centralneho zvieratnika UPJS LF (CZ UPJS
LF) v Kosiciach, ktoré boli zaradené nahodne do dvoch
skupin, kontrolnej a kadmiom exponovanej pokusnej
skupiny.  Potkany  boli ~ chované  individualne
Vv celosklenenych  metabolickych klietkach s volnym
pristupom k pitnej vode a potrave od 52. dita veku (0. deii
pokusu). Kontrolna skupina (C, n = 10) dostavala cist
pitna vodu. Pokusna skupina (Cd, n = 10) dostavala pitna
vodu obsahujucu chlorid kademnaty v koncentracii
20 pmol.I, tj. 2.0 mg Ph.I" pitnej vody o predstavuje
200-nasobok MPK (maximalne pripustna koncentracia) vo
vode.

Obe skupiny boli kfmené Standardnou krmivom ad
libitum. Zvieratd boli chované pri konStantnej teplote
22 £2 °C, relativnej vlhkosti 50%, a pri svetelnom rezime
12 h svetlo:12 h tma. Pokusy boli vykonané v CZ UPJS
LF, ktoré ma akreditaciu na chov a pokusy na zvieratach.
Pokusy boli povolené Etickou komisiou UPJS LF
aStitnou  veterinarnou  potravinovou sprivou SR
(€. Ro-7879/04-220/3).

V 26 tyzdnovych intervaloch pokusu sme sledovali
prezivanie, priemerni dobu zivota, hmotnost, prijem
potravy avody, stanovili sme hladiny glukozy,
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glykovaného  hemoglobinu, hemoglobinu, amylazy
a laktatdehydrogenazy v krvnej plazme. Krv sme odoberali
vzdy rano medzi 07% a 09%.

Biochemické analyzy: Krv sme odoberali z chvostovej
vény (500 pl) do antikoagulacnej zmesi littum heparinatu,
odstredili pri 1 000 g pocas 45 min pri 4 °C a stiahnuta
plazma bola ulozend do vySetrenia pri -24 °C. Ak boli
znamky hemolyzy plazma nebola pouzitd na vySetrenie.
Vysetrovali sme: glukézu, glykovany hemoglobin,
hemoglobin,  amylazu  (AMS, E.C3.211) a
laktatdehydrogenazu (LDH, E.C.1.1.1.27) pouzitim
komerénych testov firmy Dot Diagnostics a.s.., Ceska
republika.

Statistické analyzy: Udaje boli analyzované ako priemery
Studentovym t-testom a Mann—Whitney U-testom alebo
jednocestnou ANOVA s naslednym Newman-Keuls post-
hoc testom. Pre korelané analyzy sme pouzili
Spearmanov test. Vyznamnost’ bola uréend na hladine
<0,05 pre vsetky Statistické hodnotenia. Hodnoty sme
vyjadrili ako priemer +S.E.

VYSLEDKY

Priemerna doba Zivota a preZivanie: Porovnanie
priemernej doby Zivota v 156. tyzdni pokusu pre jednotlivé
skupiny uvadzame na obr. 1A. Medzi kontrolnou a
kadmiom exponovanou skupinou neboli zistené vyznamné
rozdiely. Prezivanie potkanov prezentujeme na obr. 1B.

Prezivanie u kadmiom exponovanych potkanov bolo nizsie
010 % oproti kontrolnej skupine. Medzi hlavné pri¢iny
mortality patrili krvacanie do gastrointestinalneho traktu a
nadory.

Telesna hmotnost, prijem potravy a vody: Telesna
hmotnost’ (obr. 2A) bola vyznamne niz$ia u kadmiom
exponovanych potkanov (p <0,001). Prijem potravy nebol
vyznamne odlisny medzi vySetrovanymi skupinami (obr.
2B), aj ked’ po expozicii kadmiom bol mierne niz$i. Prijem
vody bol Statisticky vyznamne niz$i (p <0,001) v skupine
exponovanej kadmiom (obr. 2C). Znizeny prijem vody u
potkanov exponovanych kadmiom je mozné pripisat
chutovému fenoménu.

Ucinok na metabolizmus sacharidov: Porovnanie hladin
glukoézy v krvi (glykémie) medzi kontrolnymi a kadmiom
exponovanymi potkanmi uvadzame na obr. 3A a tab. 1. Po
expozicii kadmiom boli zistené vyznamne vyssie hladiny
glukézy v krvi exponovanych potkanov oproti kontrolnej
skupine (p <0,05). Po expozicii kadmiom bol zisteny
vyznamny vzostup (p <0,001) hemoglobinu (obr. 3B, tab.
1). Glykovany hemoglobin (gHb, obr. 3C, tab. 1) po
expozicii kadmiom vysoko vyznamne stiipol v porovnani s
kontrolnymi zvieratami (p <0.,01).

Hladiny amyldzy (obr. 4A, tab. 1) boli po expozicii
olovom S$tatisticky vyznamne zvysené (P <0.05). Aktivity
laktatdehydrogenazy (obr. 4B, tab. 1) v krvi potkanov boli
Statisticky nevyznamne zvySené po expozicii olovom.
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Obr. 1 — Priemernd doba Zivota (A) and % prezivania (B) v 156. tyzdni pokusu (priemer £S.E.).
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Obr. 2 — Telesna hmotnost (A), prijem potravy (B) a vody (C) v 156. tyzdni pokusu (priemer +S.E.).

(%% = p <0,001 medzi kontrolnou a pokusnou skupinou)
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Obr. 3 — Zmeny hladin glukézy (A), hemoglobinu (B) a glykovaného hemoglobinu (C) v krvi
potkanov pocas pokusu (priemer *S.E.).

Tabul’ka 1 Porovnanie vybranych parametrov metabolizmu sacharidov medzi kontrolnymi a kadmiom exponovanymi

potkanmi o
Parameter Glukoza Hb gHb AlS LDH
Skupina c Cd c Cd C Cd C Cd c C
Friemer 7.3 87 1122 1468 423 128 47 5 58 8.1
SD. 018 0.2 10,2 252 0.11 1,82 0,11 0.18 0,27 0,35
SE. 0,08 0.21 3,45 8.9 002 0.57 0,04 0,07 0.08 0.12
GP 7.3 8,68 1118 1451 423 137 47 5 5,79 8,02
Msxim um 7.5 105 125 190 425 184 49 54 84 82
HKV 7432 39 1225 1725 4322 151 4.8 51 59 6.18
Medfan 735 87 110 1375 425 138 47 4,98 58 8
DKV 71 8,55 105 120 418 124 48 488 58 59
Mirim um 7 €s 95 120 4 115 455 438 55 538
Rozzah 05 37 20 70 0235 49 035 0. 00 1.1
VK 0,02 0.1 0,08 0.17 002 0,12 0,02 0,04 0,08 0,08
P hodnots 0,002 <0,001 <0001 0,001 0,083
Hb = hemoglobin; gHb = glykovany hemeglcbin; AMS = amylaza; LDH = |sktatdehydrogenazs; GP =
geometricky priemer; HKV = horny kvartil; DKV = dolny kvartil; VC = variaény koeficient; ]
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Obr. 4 — Zmeny aktivit amylazy (A) a laktatdehydrogenazy (B) v krvi potkanov
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DISKUSIA

Kadmium pdsobi toxicky takmer na vSetky organové
systtmy, aj ked najcitlivejSimi st pecei, oblicky,
reprodukény, nervovy a kardiovaskularny systém.
V dostupnej literatire je pomerne malo udajov o vplyve
chronickej expozicie kadmiom na metabolizmus
sacharidov atieto su ¢asto protikladné a vdcsina tdajov
pochadza zo §tadii na rybach (Cicik & Engin, 2005).
Je zname, Ze expozicia kadmiom ma hyperglykemizujtci
ucinok azvySuje intoleranciu na glukézu (Shepelova,
Dekach, MePnikova, 2007). Prejavy toxicity kadmia sa
dobre popisané, ale podrobnosti o jeho patogenetickom
uéinku na metabolizmu sacharidov pri dlhodobej expozicii
nizkymi davkami nie st iplne objasnené.

Na zaklade §tadii LOAEL (Lowest Observed Adverse
Effect Level) bola tato hladina stanoven4 na 7,0 mg Cd.kg™
na defl. V nasich pokusoch tato hladina nebola prekrocena.
MRL (Minimal Risk Level) pre chronicka oralnu expoziciu
kadmiom bola uréena na 0,1 pg.kg™ na defi. Tato hodnota
bola v nasich pokusoch prekro¢ena 1 000 nasobne.
Niz$i uginok kadmia na dizku Zivota v porovnani
s ostatnymi tazkymi kovmi (Lukadinova et al., 2011) je
mozné pripisat skutoCnosti, ze kadmium Vv nizkych
davkach moéze byt esencidlny prvok (Schwarz, 1977).
O moznej esencialnej tlohe kadmia pojednava aj suborny
¢lanok (Anke a spol., 2005), a potvrdzujt to aj naSe Studie
(Lukadinova et al., 2008). Druhym moznym vysvetlenim
nizkeho t¢inku kadmia na diZku Zivota moze byt, Ze pocas
celého zivota prijali len 64% jednorazovej LDs.
Jednorazova LDg, pre kadmium je 225 mg.kg™ z.hm.
(Kotsonis & Klaasen, 1977).

Normalne hladiny glukozy u samcov potkana Wistar su
vrozmedzi od 5,3 — 8,3 mmol.I* avekom stapaji od
dolnej az po hornt1 hranicu tohto rozpitia (Lukacinova et
al., 2011). Hladina gluk6zy v krvi je signalom pre prijem
potravy a zaroven dolezitym parametrom homeostazy
a metabolizmu sacharidov.

Zaujimavy bol vyvoj hladin glukézy pocas pokusu, kde

u kontrolnych potkanov postupne stipala glykémia az do
konca pokusu (obr. 3A), ajked dynamika bola aj
u exponovanych potkanov rovnaka, hladiny glykémie boli
od 52. tyzdna vysSie ako u kontrolnych potkanov. Pri
porovnani za celd dobu trvania pokusu su rozdiely
Vv glykémii medzi kontrolnou a kadmiom exponovanou
skupinou tiez Statisticky vyznamné uz od 78. tyzdna (p
<0,05), preto zvySenie hladin glukézy v krvi je vhodnym
doplnkovym markerom pre chronicku expoziciu kadmiom.
Na uspokojivé zodpovedanie otazky, preco su po expozicii
kadmiom napriek nizS§iemu prijmu potravy vysSie
glykémie budu potrebné d’alsie studia.
Nase vysledky su v zhode sudajmi z literatary, kde po
intoxikacii s kadmiom bol zisteny vzostup glukézy v Krvi
asi 020% (El-Demerdash et al., 2004). Vysvetluja to
poskodenim molekuly inzulinu.

Hemoglobin je uvolfiovany do plazmy z erytrocytov.
Normalne hodnoty hemoglobinu u potkanov sa pohybuju v
rozmedzi 115 — 160 g™ (Miller, Friedman, Deuei,
1946). V literatire popisali pokles hemoglobinu po
subchronickej  intoxikacii kadmiom o 25 %
(El-Demerdash et al., 2004). V nasich pokusoch sme
pokles hemoglobinu nezistili, pravdepodobne preto, Ze
sme pouzili podstatne nizsie davky kadmia.

Z naSich vysledkov vyplyva, ze hemoglobin je vyssi po
expozicii kadmiom. Vyssie hladiny hemoglobinu sa zdaju
byt vhodnym doplnkovym chronickej expozicie nizkymi
davkami kadmia. Hladiny hemoglobinu pocas pokusu
vekom Klesali (obr. 3B) v kontrolnej skupine, zatial’ ¢o
Vv skupine exponovanej olovom sa pocas celého pokusu
drzali na priblizne rovnakej hladine.

Hladiny glykovaného hemoglobinu (HbAlc) zaviseli od
hladin glukézy v krvi (obr. 3C). Jeho hladiny vekom
stipali a v kadmiom exponovanej skupine bol Statisticky
vysoko  vyznamny vzostup hladin  glykovaného
hemoglobinu (p <0,001).

V dostupnej literatire sme nenaSli relevantné udaje
0 vplyve chronickej expozicie kadmiom na hladiny
glykovaného hemoglobinu.

O tCinku tazkych kovov na aktivitu amylazy je
v literatare len malo udajov (Kalahasthi et al., 2006).
Nase vysledky ohl'adom vyznamného zvySenia aktivit
amylazy po expozicii kadmiom potvrdzuji tdaje inych
autorov (Kalahasthi et al., 2006), ale boli publikované aj
opa¢né udaje (Linari, Nencini, Nucerito, 2001). Zmeny
aktivity amylazy sved¢ia o poskodeni exokrinného
pankreasu po dlhodobej expozicii kadmiom.

Za referenéné hodnoty AMS u samcov potkanov kmena
Wistar povazujeme hodnoty 4,0 — 5,9 pkatl®
(Lukadinova et al., 2011). Vyvoj hladin amylazy pocas
pokusu (obr. 4A) vykazoval zaujimavy priebeh, v prvych
26. tyzdnoch stupal, potom klesal do 78. tyzdna a stipal
zase do 130. tyzdia, potom 1z klesal az do konca pokusu.
Tento trend vyvoja bol rovnaky v oboch skupinach, ale
hladiny AMS boli ukadmiom exponovanych potkanov
podstatne vyssie (p <0,05) od 78. tyzdia a da sa
predpokladat’, Ze to bolo nasledkom poskodenia obli¢iek
a criev, snad’ aj rozvoja malignych procesov. Zvysenie
hladiny amylazy nebude vhodnym markerom chronicke;j
intoxikacie kadmiom, nakolko v prvej peridde pokusu su
oproti kontrole nizsie (do 52. tyzdna) potom zase vysSie.
Prave pripad amylazy dokazuje dolezitost’ hodnotenia za
celé obdobie pokusu (viac casovych etap), ako len na
zaklade udajov z konca pokusu. Pri hodnoteni vysledkov
za celé obdobie trvania pokusov je rozdiel medzi
hodnotenymi skupinami $tatisticky nevyznamny.

U potkanov st normalne hodnoty LDH v rozmedzi 1,7 az
6,2 pkat.I™ (Preus et al., 1988). LDH vykazuje stapajici
trend do 104. tyzdha v oboch skupinach (obr. 4B).
V oboch skupinach potom klesa od 104. tyzdia. ZvysSenie
hladin LDH nebude vhodnym doplnkovym markerom
chronickej intoxikacie kadmiom.

Aby sme mohli nase vysledky interpretovat’ s nalezitou
zodpovednostou, bude potrebné pokracovat d’alej v stadii
adoplnit ju osledovanie dal§ich biochemickych,
imunologickych a genetickych parametrov.

ZAVER

Ziskané vysledky rozsiruju nase poznatky o celozivotnej
expozicii nizkymi davkami kadmia v pitnej vode
upotkanov. Vysledky je potrebné hodnotit’ pocas
viacerych cCasovych etdp pocCas expozicie, nielen na
zéklade udajov na zaciatku a na konci pokusu.
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