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Vplyv bendiokarbamatu na histologicku stavbu tymusu.
Influense of bendiocarbamat to the histological structure of thymus.
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Abstract

Bendiocarbamat (BDC) use than effective insecticide in household, food store and agriculture.
Mechanisms his effect fall in inhibition of acetylcholinesteras (AChE) join to the carbonyl
group initiation enzymes. Finally it is cumulating acetylcholine and next expensive
stimulation of the nervous systems and evokes insect kill. Thymus it is central lymphoid
organs in the mediastine. It is know influence to the thymus by AChE or butyrylcholinesteras
(BuChE). In this study we are analyzed histological changes to the rabbit thymus after BDC
application in variance interval (3, 10, 20, 30, 60, 90 days).

Quantitative evaluation demonstrated in control group (without BDC) that thymus cortex
form 57.94 +7.10%. In the all groups after BDC administration we are found higher relative
volume of cortex (61.4 — 78.2 %). This parameter it is significance in all interval (p<.05) but
(excepting) after 30 days BDC application. Medulla represent ante 35.94 + 7.38% relative
volume thymus tissues in the control group. Dynamics of alternation relative volume of the
experiment group has been analogical how cortex. Detailed morphometric assay demonstrate
drop of the thymocyte number to the constant area after BDC aplication (29.53-38.50) but this
difference not significance in compare with control group (40,3 + 25,0). In general maybe
state, do you BDC to affect formation inherent lattice thymus. In the results be like to observe
that BDC to influence to the formation of basic thymus structure.
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Uvod

Bendiokarbamat (bendiocarb, BDC, 2, 3,-izopropylidén-dioxyfenyl-metyl-karbamat),
insekticid, malo rozpustny vo vode, ale dobre rozpustny v metanole, etanole a acetone, do
organizmu zvierat sa dostdva najCastejSie peroralne. Moze sa vsSak vstrebat cez kozu
a sliznicami, pripadne inhala¢ne. BDC ovplyviiuje nervové funkcie hmyzu, pre ktory sa stava
toxicky. Mechanizmus u¢inku BDC je naviazanim sa prostrednictvom karbomylovej skupiny
na acetylcholin esterazu (AChE). Vysledkom je kumulacia acetylcholinu (ACh) a nésledna
nadmernd stimuldcia nervového systému. Intoxikacia zvierat BDC sa prejavuje zmenou
spravania sa, hypersaliviciou, tremorom svalstva, vomitom a diarrhoe. Z doterajSich prac
vyplyva, ze za urcitych okolnosti zvySuje incidenciu lymforetikularnych nadorov samcov
potkanov a Ze inicidcia a promocia kazdej karcinogenézy je spojend s kumulovanou mutaciou
(Les$nik et al., 2004)

Tymus ma dolezita ulohu v produkcii lymfocytov, ¢im ovplyviiuje ich bunkovi
populaciu nielen v krvi, ale aj v ostatnych lymfatickych organoch. Dalej vplyva na normalny
vyvoj a diferenciaciu lymfatickych uzlin. Okrem toho sa zatial’ podrobnejSie neobjasnenym
sposobom zucastiuje na tvorbe osobitného humoralneho faktora, ktory sa uplatiluje v
imunologickych procesoch (Belak, M. et al., 1990).

Tymus dosahuje vrchol svojho vyvoja vzhl'adom k telesnej hmotnosti bezprostredne
po narodeni. Po pubertalnom obdobi dochadza k jeho involucii. Bune¢na populacia tymusu je
neustdle doplilovand bunkami, ktoré vznikaji v kostnej dreni. Tieto elementy sa zacinaju
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diferencovat’ na T-lymfocyty, no opustaju tymus (cestou krvnych ciev) ako nezrelé T-bunky.
Tieto bunky cestuji, umiestituju sa a zreji v tymus -dependentnych oblastiach lymfoudnych
organov (Jungueira, L. C. et al., 1997). Tymus produkuje niekol’ko rastovych faktorov, ktoré¢
stimuluju proliferaciu a diferencidciu T-lymfocytov. Zname st tymozin alfa, tymopoetin,
tymolin a tymusovy humoralny faktor (Olsen, N. J., et al., 2001).

Material a metodika

Ako experimentalne zvierata sme pouzili kralika domaceho (Oryctolagus cuniculus),
hybridu Hyla-27 v pocte 50 kusov, v rovnakom zastipeni oboch pohlavi, vratane kontrolnych
zvierat, vo veku 54 dni s priemernou hmotnost'ou 1250g.

Zvieratéa boli pocas trvania pokusu chované vo zverinci za Standardnych podmienok (teplota
16 — 18 °C), pri prirodzenom svetelnom rezime a kfmené granulovanou zmesou pre kraliky,
napajané pitnou vodou ad libitum.

Kraliky boli umiestnené v priestrannych klietkach bez podstielky po 5 kusoch.

Kralikom bol poddvany bendiokarbamat ( 96%Bendiocarb, Bayer) v tobolkach per os v
davke 5 mg/kg z.h. denne po dobu 13 dni. Nakol'ko reakcia organizmu zvierat na dani davku
bola silna (u niektorych zvierat sme pozorovali hnacku, dehydraticiu a alopéciu), po 13. dni
sme davku obmedzili na 48 hodinové casové intervaly. Kontrolnd skupina bola pocas trvania
pokusu kfmena Standardnou granulovanou kimnou zmesou pre kraliky. Pokusné zvierata boli
usmrcované bezbolestne v éterovej narkoze v skupinach po 6 kusoch postupne na 3., 10., 20.,
30., 60. a 90. denn pokusu, kontrolnd skupina bola usmrtena spolu s poslednou pokusnou
skupinou zvierat.

Po usmrteni a patologicko-anatomickej pitve sme okamzite odobrali vzorky tymusu.
Excizie sme fixovali 10% formole a nasledne dehydratovali vo vzostupnom rade etanolov (70,
80, 90, a 100%), presycovali benzénom a benzén-parafinom a zaliali do parafimu. Blocky
vzoriek sme rezali na mikrotdme o hribke 7-12 pm a rezy sme ofarbili hematoxilin eozinom
(Vacek et al.,, 1974). Kazdi vzorku tymusu sme subjektivne kvalitativne a nasledne
kvantitativne zhodnotili na optickom mikroskope. Na optickom mikroskope s fotozariadenim
(Olympus Provis AX) sme zhotovili digitdlne mikrofotografie na ktorych sme pomocou
programu na kvantitativnu analyzu obrazu Image ProPlus (Media Cybernetica, NY, USA)
priamo vyhodnotili sledované Struktiry. Kvantitativne sme hodnotili relativny objem (%)
kory, drene, interlobularneho priestoru a ciev; podetnost’ tymocytov (na 1000 um?), priemer
tymocytov (um), poetnost’ retikularnych buniek (na 1000 pm?) a priemer retikularnych
buniek (pum).

Vypocitali sme udaje zakladnej popisnej Statistiky ako aj rozdiely sme testovali
Studentovym t-testom. Tieto vypocty sme zrealizovali pomocou softvéru SPSS 11.0.1 (ID 11-
2502-02348).

Vysledky a diskusia

Kvalitativnym sledovanim sme pozorovali v tymuse periférne ulozeni koru a centralne
formovanu dren. Medzi jednotlivymi lalo¢ikmi sa nachadza interlobuldrny priestor s krvnymi
cievami.

Kvantitativne hodnotenie preukdzalo, ze v kontrolnej skupine kora formuje 57,94+7,10%.
Vo vsetkych skupinach po podani BDC sme zistili vyssi relativny objem tohto ukazovatel'a
(61,40-78,20%). Tento narast bol preukazny vo vsetkych odberoch (P<0,05), okrem IV
odberu (po 30dinovej inokulacii). Dreit formuje 35,94+7,38% relativneho objemu tymusu
v kontrolnej skupine. Vo vsetkych pokusnych skupinach bol relativny objem drene preukazne
niz$i (P<0,05), okrem IV odberu, stym Ze najnizSiu hodnotu sme zistili v VI. odbere
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14,97+4,03%. Relativny objem interlobularneho priestoru bol pomerne konstantny
a pohyboval sa od 3,30 do 5,46% apreukazny rozdiel sme zistili len v V. odbere
(3,30+1,14%) v porovnani s kontrolnou skupinou (5,17£2,30%). Relativny objem krvnych
ciev sa pohyboval od 0,56 (IV.odber) do 3,14 (II. odber), s tym zZe v kontrolnej skupine to
bolo 1,234+0,73%, jednalo sa o pomerne nestalu Struktaru, ktora Statisticky nevykazovala
signifikantnost’ (tabulka 1).

Statistické ukazovatele hlavnych $truktir tymusu krilikov.

Tabulka ¢. 1
Skupiny Priemer Medidn SD v% min max

Kontrola 57,935 59,357 7,1010 12,257 46,536 68,148

I odber 72,908 74,461 8,8552 12,145 54,017 86,505

= |1l odber 68,384 69,780 9,4145 13,767 46,044 80,914
& |11 odber 66,595 66,932 3,1069 4,665 60,694 70,626
~ IV odber 61,404 61,871 6,1419 10,002 51,338 73,605
V odber 68,886 70,557 5,2188 7,576 59,281 74,875

VI odber 78,199 78,886 2,4968 3,193 74,090 81,359
Kontrola 35,944 35,240 7,3752 20,518 26,063 45,922

I odber 21,308 18,439 8,904 41,785 8,122 37,875

»= |11 odber 26,212 26,230 11,382 43,422 8,889 51,337
£ |11l odber 27,259 27,957 4,2767 15,689 20,714 35,903
2 [1V odber 33,793 32,406 7,1795 21,245 23,972 45,961
V odber 27,077 24,729 5,7288 21,157 21,599 38,331

VI odber 14,967 13,180 4,0325 26,942 11,155 22,858

o Kontrola 5,1670 4,9212 2,3033 44,577 1,5214 8,6483
£ I odber 5,4567 4,6447 3,0245 55,427 0,6340| 11,4193
1; § 1I odber 4,5294 3,2591 2,8239 62,344 1,8527| 11,2519
2 & |1l odber 4,9618 4,7882 2,0858 42,036 2,2965 9,7484
= & |1V odber 4,3204 3,7430 2,4019 55,595 1,9356 9,3697
E V odber 3,3016 3,1147 1,1418 34,584 1,3302 5,2552
VI odber 5,0420 5,2324 2,0138 39,940 2,0045 8,4636
Kontrola 1,2263 1,2351 0,7336 59,820 0,2782 2,6044

I odber 0,9807 0,7900 0,7359 75,041 0,2176 1,9454

< 1I odber 3,1449 4,3722 2,2340 71,034 0,6582 5,0944
2 |1 odber 1,1836 1,3339 0,8566 72,372 0,2649 2,5947
© 1V odber 0,5567 0,4301 0,3276 58,848 0,0927 1,1128
V odber 1,1018 1,1331 0,2911 26,419 0,6884 1,5933

VI odber 2,3886 2,5362 0,8366 35,026 0,8725 3,2621

Detailnd morfometricka analyza preukazala pokles poctu tymocytov na konstantnti plochu
v skupindich po podani BDC (29,53-38,50) v porovnani s kontrolnou skupinou
(40,30+25,00)ale tento rozdiel nebol signifikantny. Podobny obraz sme zistili aj pri hodnoteni
priemeru tymocytov. V porovnani s kontrolnou skupinou (6,21+4,89 um) je vo vSetkych
pokusnych skupinach tendencia nepreukazného poklesu tohto parametra.

V hodnoteni pocetnosti retikularnych buniek na konStatntni  plochu sme zistili
v kontrolnej skupine 1,89+1,00 retikularnych buniek na 1000 pm?,. Vel'mi podobné hodnoty
(1,70-2,76) sme zistili v pokusnych skupinach. Nepreukazné rozdiely sme zistili aj pri
hodnoteni priemeru retikularnych buniek, kde v kontrolnej skupine to bolo 10,67+6,23 a vo
vSetkych pokusnych skupinach 10,19-12,15 (tabulka 2).

Karbamatové pesticidy, ku ktorym patri aj bendiokarbamat st schopné destruktivne
posobit’ na funkcie lymfocytov, ¢o bolo jednoznacne preukdzané Wilsonom et al., (2004) na
cytotoxické reakcie NK lymfocytov.. Moj§iSova a Sula (2005) potvrdzuji supresivny G&inok
BDC na funkény stav lymfocytov a fagocytov u kralikov v in vivo podmienkach.
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Statistické ukazovatele hlavnych buniek tymusu kralikov.

Tabulka 2
Skupiny Priemer SD v% min max

Kontrola 40,3 25| 62,03474 25 50

. s - I odber 30,45 25| 82,10181 25 39

22 § |IIodber 38,5 30| 77,92208 30 47
S o ’ ’

§ % ci 1T odber 37,925 30| 79,10349 30 48

:o: g § IV odber 38,2 31| 81,15183 31 47

Z V odber 29,525 24| 81,28704 24 38

VI odber 30,075 24 79,8005 24 37

Kontrola 6,21 4,89| 78,74396 4,89 7,58

. I odber 5,004 4,15| 82,93365 4,15 6,29

) i 1T odber 4,3525 2,15 49,3969 2,15 5,88

E g 1T odber 4,4395 2,69| 60,59241 2,69 6,29

'y i IV odber 4,3475 2,35| 54,05405 2,35 6,87

= V odber 5,43075 3,89| 71,62915 3,89 7,05

VI odber 5,592 2,98 | 53,29041 2,98 7,09

- Kontrola 1,888889 1| 52,94118 1 5

E S I odber 2,763158 1| 36,19048 1 7

o II odber 2 1 50 1 5

» R«

g : §_ 1T odber 1,705882 1| 58,62069 1 5

3 .°E" IV odber 1,555556 1| 64,28571 1 4

I~ = V odber 2,258065 1| 44,28571 1 5

VI odber 1,911765 1| 52,30769 1 4

Kontrola 10,67481 6,23 | 58,36167 6,23 15,12

< I odber 11,05947 5,24 | 47,38019 5,24 17,26

o 1T odber 10,77811 6,21 | 57,61679 6,21 18,24

g E 1T odber 11,06235 6,58 | 59,48102 6,58 18,21

£ 2 IV odber 10,18944 5,24 | 51,42577 5,24 13,67

~ V odber 11,64097 6,57 | 56,43861 6,57 17,84

VI odber 12,15265 7,42 | 61,05666 7,42 16,32

Z nasich vysledkov je zrejmy vyrazny pokles zastipenia tymocytov po dvoj mesacnej
aplikacii BDC (V. odber) pricom tato hladina sa udrzala aj v d’'alSom odbere. Obdobny trend
sme zaznamenali aj vo zvacSeni tymocytov v V a VI odbere. V relativnom zastupeni hlavnych
Struktar tymusu je mozné pozorovat vyrazné rozdiely oproti kontrole v prvych intervaloch
pokusu. Néslednym podavanim BDC dochadza k stabilizacii zastipeniu hlavnych Struktar
tymusu. Dlhodobé podéavanie tohto insekticidu spdsobuje pokles relativneho zastipenia drene
na ukor kory, v ktorej pozorujeme hyperplastické retikularne bunky.
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