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STRESZCZENIE

Wstep: Z badan epidemiologicznych wynika, ze narazenie na pestycydy fosforoorganiczne zwigksza ryzyko zachorowania na niektdre
choroby, m.in. neurologiczne (np. chorobe Parkinsona, chorobe Alzheimera) i uktadu krazenia, a takze na cukrzyce. Celem niniejszej
pracy byla ocena stezenia glukozy w surowicy krwi szczuréw przy podostrym zatruciu niskimi dawkami chlorpyrifosu - zwiazku
fosforoorganicznego stosowanego jako insektycyd. Materialy i metody: Badania wykonano na szczurach samcach szczepu Wistar,
ktérym przez 14 lub 28 dni sonda dozoladkowo podawano raz dziennie roztwor olejowy chlorpyrifosu w dawce 0,2; 2 lub 5 mg/kg
m.c./dzien. Zwierzeta z grupy kontrolnej otrzymywaly olej. W surowicy oznaczano stezenie glukozy metoda kolorymetryczna
przy uzyciu gotowych zestawow. Wyniki: Stwierdzono wzrost stezenia glukozy w surowicy po 14 dniach podawania chlorpyrifosu
w najwyzszej badanej dawce oraz po 28 dniach podawania zwiazku we wszystkich badanych dawkach. Wnioski: Zaréwno uzyskane
wyniki (wzrost stezenia glukozy w surowicy krwi w podostrym zatruciu chlorpyrifosem), jak i dane z piémiennictwa sugeruja, ze
narazenie na insektycydy fosforoorganiczne moze sprzyja¢ rozwojowi cukrzycy. U 0s6b majacych zawodowy kontakt z tymi zwigzkami
konieczne jest wigc czestsze wykonywanie badan diagnostycznych w kierunku jej wezesnego wykrycia. Med. Pr. 2013;64(4):527-531
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ABSTRACT

Background: Epidemiological studies suggest that exposure to organophosphate insecticides enhances the risk of various diseases,
including neurological disorders, e.g. Parkinson’s or Alzheimer’s disease, arteriosclerosis and diabetes mellitus. For this reason the
aim of the presented study was to estimate serum concentration of glucose in subchronic intoxication with low doses of chlorpyrifos,
an organophosphate insecticide. Materials and Methods: The rats received chlorpyrifos at a daily dose of 0.2, 2 or 5 mg/kg b.w./day
for 14 or 28 days. For biochemical determinations of serum glucose in the rats ready-to-use kit was applied. Results: In subacute
intoxication with chlorpyrifos the increased serum concentration of glucose was observed after 14 days of intoxication with the
highest dose (5 mg/kg b.w.) and after 28 days of intoxication with all dose levels used. Conclusions: The results of this study
showing the increased concentration of serum glucose in subacute intoxication with low doses of chlorpyrifos, as well as the litera-
ture data suggest that exposure to organophosphate insecticides can increase the risk of diabetes mellitus. It may thus be concluded
that people occupationally exposed to these compounds should be subjected to diagnostic tests for early detection of diabetes.
Med Pr 2013;64(4):527-531
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WSTEP

Do zatru¢ pestycydami fosforoorganicznymi u ludzi
dochodzi w wyniku ekspozycji zawodowej (stosowania
tych zwigzkéw w rolnictwie) oraz srodowiskowej (za-
mieszkiwania w $rodowisku zanieczyszczonym tymi
zwigzkami lub wskutek ich przypadkowego spozy-
cia) (1-3). Podstawowy mechanizm dzialania toksycz-
nego tych zwigzkéw to hamowanie w ukladzie nerwo-
wym i krwinkach czerwonych aktywnosci acetylocholi-

noestarazy, ktéra hydrolizuje acetylocholing. Wywoluje
to objawy zatrucia ostrego: muskarynowe, nikotynowe
i osrodkowe (1-4). U o0séb zatrudnionych w kontakcie
z pestycydami fosforoorganicznymi jako marker nara-
zenia na nie stosuje si¢ oznaczanie aktywnosci cholino-
esterazy w surowicy (1).

W zatruciach ww. zwigzkami dochodzi takze do
stresu oksydacyjnego, co obserwowano zaréwno u lu-
dzi, jak i w badaniach do$wiadczalnych prowadzonych
na zwierzetach (2,3,5-7).
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Z badan epidemiologicznych wynika, ze narazenie na
pestycydy fosforoorganiczne zwigksza ryzyko zachoro-
wania na niektére choroby, m.in. neurologiczne - choro-
be Parkinsona lub chorobe Alzheimera - i choroby ukta-
du krazenia (1,8-10). Obserwuje si¢ tez wzrost czestosci
wystepowania cukrzycy, w tym cukrzycy typu 2, oraz
zwigkszenie liczby osob ze stanem przedcukrzycowym -
nieprawidlowym poziomem glukozy na czczo lub jej
nieprawidlowg tolerancja (11-13). Za przyczyne wzro-
stu zachorowan na cukrzyce uwaza si¢ styl zycia, diete
bogata w tluszcze, otylos¢, a takze czynniki wystepujace
w $rodowisku, wsrdd ktérych wazne miejsce zajmuja pe-
stycydy fosforoorganiczne - ze wzgledu na czestos¢ ich
stosowania i ryzyko kontaktu z nimi (12,13).

Celem niniejszej pracy byla ocena stezenia glukozy
w surowicy krwi szczuréw przy podostrym zatruciu
niskimi dawkami chlorpyrifosu — zwiazku fosforoorga-
nicznego stosowanego jako insektycyd.

MATERIALY | METODY

Badania wykonano na 72 szczurach samcach szczepu
Wistar (stado CRL: (WI)WUBR) o masie ciala 200-
-230 g, pochodzacych z Hodowli Zwierzat Doswiad-
czalnych w Brwinowie koto Warszawy. Zwierzeta kar-
mione byly granulowang pasza standardowa i pojone
woda ad libitum. Na przeprowadzenie badan uzyskano
zgode Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen
na Zwierzetach w Biatymstoku (decyzja nr 23/2008).

Zwierzetom doswiadczalnym przez 14 lub 28 dni
sondg dozotagdkowo podawano raz dziennie roztwor
olejowy chlorpyrifosu (O,0-dietylo O-3,5,6-trichlo-
ro-2-pyridinylo tiofosforanu, numer CAS 2921-88-2)
w dawce 0,2; 2 lub 5 mg/kg m.c./dzien. Zwierzeta z gru-
py kontrolnej w analogiczny sposéb otrzymywaly olej.
Grupa kontrolna i badana liczyly po 9 szczuréw.

Krew do badan biochemicznych, po uspieniu zwie-
rzat doswiadczalnych przy uzyciu Vetbutalu, pobiera-
no przez punkcje dosercows, 24 godziny po podaniu
ostatniej dawki badanego insektycydu fosforoorganicz-
nego lub w przypadku grupy kontrolnej - oleju. Krew
po uzyskaniu skrzepu wirowano przez 10 min przy
obrotach 1000xg w celu otrzymania surowicy. W tak
otrzymanej surowicy oznaczano stezenie glukozy me-
toda kolorymetryczng przy uzyciu zestawdéw produkcji
BioSystems S.A. (Hiszpania). Stezenie glukozy w suro-
wicy wyrazano w mg na 100 cm’ surowicy.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej
przy uzyciu testu t-Studenta, przyjmujac réznice istotne
statystycznie przy p < 0,05.

WYNIKI

Stwierdzono, ze podanie zwierzetom doswiadczal-
nym insektycydu fosforoorganicznego - chlorpyrifo-
su — powoduje istotny statystycznie wzrost stezenia
glukozy w surowicy krwi. Wzrost ten obserwowano
juz po 14-dniowym podawaniu badanego insektycydu
w najwyzszej uzytej dawce. Po 28 dniach podawania
chlorpyrifosu statystycznie istotne wyzsze stezenie glu-
kozy w surowicy krwi obserwowano po podaniu zwigz-
ku w dawce 0,2; 2 i 5 mg/kg m.c./dziennie. W przy-
padku najnizszych dawek wzrost ten wynosit ok. 20%,
a w przypadku dawki 5 mg/kg m.c. - ponad 50% w sto-
sunku do wartosci grupy kontrolnej. W grupie szczu-
réw otrzymujacych chlorpyrifos w dawce 5 mg/kg m.c.
wartosci stezenia glukozy w surowicy krwi byly takze
istotnie statystycznie wyzsze od warto$ci obserwowa-
nych w grupach szczuréw otrzymujacych chlorpyrifos
w nizszych dawkach (0,2 i 2 mg/kg m.c.) (tab. 1).

OMOWIENIE WYNIKOW

Hiperglikemia jest jednym z wazniejszych ubocznych
skutkéw zdrowotnych powodowanych przez insektycy-
dy fosforoorganiczne (12-15). Jak wynika z obserwacji
réznych autoréw (15-18), u ludzi eksponowanych na
te zwigzki dochodzi do przejsciowego wzrostu stezenia
glukozy we krwi i do glikozurii, a wiec objawdw charak-
terystycznych dla oséb, u ktérych rozpoznano cukrzy-
ce. Notowano tez wzrost liczby przypadkéw smiertel-
nych z powodu cukrzycy typu 2 u oséb zatrudnionych
w rolnictwie i stosujacych insektycydy tej grupy w po-
réwnaniu z populacja generalng (16-18).

W niniejszej pracy w podostrym zatruciu chlorpy-
rifosem zaobserwowano wzrost stezenia glukozy w su-
rowicy krwi szczuréw juz po 14 dniach podawania in-
sektycydu w najwyzszej dawce, a po 28 dniach wzrost
stezenia glukozy powodowaly juz wszystkie stosowa-
ne dawki zwiazku. Po podaniu chlorpyrifosu w daw-
ce 5 mg/kg m.c./dzien stezenie glukozy po 28-dniowym
podawaniu bylo istotnie statystycznie wyzsze w poréw-
naniu z krétszym okresem podawania insektycydu. Na
uwage zastuguje to, ze chlorpyrifos podawano w niskich
dawkach.

Akceptowane dzienne pobranie tego insektycydu dro-
ga pokarmowa u ludzi okreslono na 0-0,01 mg/kg m.c.
Poziom narazenia ustalono na podstawie dawki 1 mg/kg
masy ciala dziennie, ktéra nie powoduje niekorzyst-
nych skutkéw zdrowotnych u szczuréw i przy zastoso-
waniu dla ludzi wspoélczynnika bezpieczenstwa wyno-
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Tabela 1. Stezenie glukozy w surowicy szczuréw w podostrym zatruciu chlorpyrifosem
Table 1. Serum glucose concentration in subacute intoxication of rats with chlorpyrifos

14 dni podawania

28 dni podawania

Dawka chlorpyrifosu 14 days of treatment 28 days of treatment
[mg/kg m.c] stezenie glukozy stezenie glukozy
Chlorpyrifos dose serum glucose concentration serum glucose concentration
[mg/kg b.w] [mg/dI] [mg/dl] P
M+SD M+SD
0,0 79,74+7,14 80,73+4,15
0,2 83,36+9,18 100,73+5,43 P, < 0,001
p. . < 0,001
p,, < 0,001
2,0 87,33%7,26 108,88+6,49 p,,<0,001
p., < 0,001
p,, < 0,001
50 106,73+2,74 p,,<0,001 129,37+8,05 p, ,<0,001
p, , <0,001 p., < 0,001
p,, <0,001 P, < 0,020
p, , < 0,001
P, < 0,010

M - érednia / mean; SD - odchylenie standardowe / standard deviation.
p - istotne statystycznie / significantly different.
1 -grupa kontrolna / control group.

2 - grupa otrzymujgca chlorpyrifos w dawce 0,2 mg/kg m.c. (14 dni) / group intoxicated with chlorpyrifos at a dose of 0.2 mg/kg b.w. (14 days).
3 - grupa otrzymujaca chlorpyrifos w dawce 2 mg/kg m.c. (14 dni) / group intoxicated with chlorpyrifos at a dose of 2 mg/kg b.w. (14 days).
4 - grupa otrzymujgca chlorpyrifos w dawce 5 mg/kg m.c. (14 dni) / group intoxicated with chlorpyrifos at a dose of 5 mg/kg b.w. (14 days).

5 — grupa kontrolna / control group.

6 — grupa otrzymujgca chlorpyrifos w dawce 0,2 mg/kg m.c. (28 dni) / group intoxicated with chlorpyrifos at a dose of 0.2 mg/kg b.w. (28 days).
7 - grupa otrzymujaca chlorpyrifos w dawce 2 mg/kg m.c. (28 dni) / group intoxicated with chlorpyrifos at a dose of 2 mg/kg b.w. (28 days).
8 — grupa otrzymujgca chlorpyrifos w dawce 5 mg/kg m.c. (28 dni) / group intoxicated with chlorpyrifos at a dose of 5 mg/kg b.w. (28 days).

szacego 100 (13,19,20). Dawki uzyte w niniejszej pracy
s3 wiec nizsze od akceptowanego dziennego pobrania
(najnizsza zastosowana dawka) lub 2- i 5-krotnie od
niej wyzsze.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze podawanie
szczurom przez 28 dni chlorpyrifosu juz w najnizszej
uzytej do badan dawce - czyli 0,2 mg/kg m.c./dzien -
doprowadza do niewielkiego, ale istotnego statystycznie
wzrostu stezenia glukozy w surowicy.

Z badan epidemiologicznych wynika, ze wiele pesty-
cydow fosforoorganicznych powoduje zmiany aktyw-
noéci enzymoéw antyoksydacyjnych (2,8,10). Réwniez
badania prowadzone na zwierzetach do$wiadczalnych
wskazuja, ze zaréwno w ostrych, jak i przewlektych za-
truciach tymi zwigzkami zmienia si¢ aktywno$¢ enzy-
mow antyoksydacyjnych oraz stezenie nieenzymatycz-
nych antyoksydantéw (2,5-7). Zmiany takie w watrobie
szczurdw obserwowano m.in. w badaniach prowadzo-
nych na takim samym modelu doswiadczalnym jak
przyjety w niniejszej pracy (6).

Z badan innych autoréw wynika, Ze w ostrym za-
truciu diazinonem zmianom aktywnosci peroksydazy

glutationowej w watrobie towarzyszyt wzrost uwalnia-
nia glukozy z tego narzadu, a miedzy jej aktywnoscia
w watrobie a stezeniem glukozy w surowicy istnieje
dodatnia korelacja (21). Zdaniem niektérych autorow
efektem ekspozycji na insektycydy fosforoorganiczne
jest uszkodzenie trzustkowych wysepek Langerhansa
i zaburzenie wydzielania insuliny oraz indukcja pro-
dukcji glukozy w watrobie (2,15).

Jak juz pisano wyzej, w zatruciach insektycydami
fosforoorganicznymi dochodzi do stresu oksydacyjne-
go (2,5,21). Obserwowano to takze w podostrym zatru-
ciu chlorpyrifosem, zaréwno w watrobie, jak i w mdzgu
szczurow (6,7).

W stresie oksydacyjnym nastepuje zmiana aktywno-
$ci enzymow antyoksydacyjnych, w tym peroksydazy
glutationowej. Enzym ten w swoim dzialaniu zuzywa
glutation zredukowany (reduced glutathione — GSH),
ktory przechodzi w forme utleniong (glutathione disul-
fide - GSSG). Zeby powtérnie doszto do przejscia GSSG
w GSH, komorki wykorzystuja reduktaze glutationo-
wa. Enzym ten potrzebuje zredukowanej formy fosfo-
ranu nikotynamidoadeninowego (nicotinamide adeni-
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ne dinucleotide phosphate - NADPH) jako substratu,
ktorego zrodlem jest szlak pentozofosforanowy. Dehy-
drogenaza glukozo-6-fosforanowa katalizuje pierwszy
etap tego szlaku, utlenia glukozo-6-fosforan do kwasu
glukonowego i redukuje fosforan dinukleotydu nikoty-
namidoadeninowego (nicotinamide adenine dinucle-
otide phosphate - NADP) do NADPH+H* (2,22).
Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa do swojej
aktywacji potrzebuje glukozy (2,15). Tak wiec glukoza
jest zrédlem réwnowaznikéow redukcyjnych - NADH
i NADPH - ktére uczestnicza w przejsciu utlenionych
komorkowych antyoksydantow (GSSG) w forme zredu-
kowang. Wzrost stezenia glukozy z jednej strony moze
zwieksza¢ zdolnosci antyoksydacyjne organizmu na-
razonego na dzialanie insektycydow fosforoorganicz-
nych, a z drugiej — prowadzi¢ do glikacji bialek, w kto-
rej wyniku tracg one swoja strukture i funkeje (15,16).
W cukrzycy mamy do czynienia takze z autooksydacja
glukozy (glikooksydacja) — w jej wyniku powstaja re-
aktywne aldehydoketony nasilajagce wspomniany proces
nieenzymatycznej glikacji biatek, a w trakcie tego pro-
cesu powstajg liczne toksyczne pochodne tlenu (23).

WNIOSKI

Zaréwno wyniki uzyskane w niniejszej pracy (tj. wzrost
stezenia glukozy w surowicy krwi w podostrym zatru-
ciu chlorpyrifosem), jak i cytowane dane z pi$miennic-
twa sugeruja, ze narazenie na insektycydy fosforoorga-
niczne moze sprzyja¢ rozwojowi cukrzycy. Konieczne
wiec wydaje si¢ czestsze wykonywanie badan diagno-
stycznych w kierunku wczesnego rozpoznania cukrzycy
u 0s6b majacych zawodowy kontakt z tymi zwigzkami.
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