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QUANTITATIVE AND STRUCTURAL CHANGES OF TESTIS AND SEMEN
QUALITY PARAMETERS CHANGES CAUSED BY PERORAL
ADMINISTRATION OF DIAZINON IN RATS

Michal Cabaj, Robert Toman, Maria Adamkovicova, Peter Massdnyi, Branislay Siska,
Norbert Lukac, Jozef Golian, Svitoslav Hluchy

ABSTRACT

The aim of this study was to find the quantitative and structural changes in the rat testis and changes of semen quality after a
diazinon administration. METHODS: Rats received diazinon (99% purity) in thier drinking water (40 mg.I") with free
access. Age of rats at the beginning of the experiment was 30 days and experiment lasted for next 90 days. The histological
samples were evaluated by histological and morphometric methods in light microscopy and the samples of semen were
evaluated with CASA method. RESULTS: Disintergation of cellular associations in the seminiferous epithelium, germ cells
evacuation into the tubule lumen and thier necrosis were mostly observed. Rarely vacuolisation and cracks of epithelium
and fibrotisation of interstitial tissue were noted. Morphometric methods have shown extension of epithelium (P<0,01),
reduction of tubule lumen (P<0,001) and dilatation of blood vessels (P<0,001). In CASA analysis elevation of all
parameters were noted, with statistically significant increase of DSL, VSL, ALH. Dilatation of blood vessels will be
probably one of the most significant finding in diazinon toxicity because changes in blood flow in the testis are the key
factors of accurate physiological function of testis. The epithelium despite the serious disintegration of germ cells
associations and release of these necrotised germ cells to the lumen was significantly extended. This fact indicates the self-
reparation compensational function. The same tendency (stimulation effects) has been found in all analysed sperm
parameters. It supports previous hypothesis. CONCLUSIONS: Diazinon in this design of experiment causes the
disintegration of the germinal epithelium cells associations consequently leading to necrosis and release of these cells to the
tubule lumen. Dilatation of blood vessels and unknown stimulation effect on sperm quality parameters are two other
common effects of diazinon. We concluded that diazinon in our subchronic low dose test causes middle to moderate
histological, morphometric and semen quality changes which were partially compensated with some unknown recovery
mechanism. Otherwise, subcellular structures and their functions may be damaged which can lead to subfertility. Further
investigation of diazinon is needed for verification of our hypothesis.
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UVOD

Diazinon je pesticid uréeny na regulaciu rozmanitého
hmyzu patriaci do skupiny organofosforecnych pesticidov
pouzivanych v pol'nohospodarstve, veterinarnej medicine
a domacnostiach. Ak sa v danej oblasti pouziva, je vd’aka
rozmanitym sposobom pouzitia V zivotnom prostredi
vSadepritomny kontaminant, od stopovych az po
potenciondlne toxické koncentracie pre zivé zlozky
ekosystému (Swan, 2006; Swan et al., 2003; Roeveld
et al., 2008; Jurewicz et al., 2009; ATSDR, 2008).
Lahko prenika do vod, pody a vo forme aerosolu méze byt
roznaSany vetrom. Do organizmu prenikda cez vSetky
zname cesty expozicie. Je extrémne toxicky pre ryby
a vodné zivocichy, vtaky a vcely, pre cicavce je stredne
toxicky (Inchem, 2012). Pri nedodrzani spravnych
ochrannych lehét, alebo dévok pri postrekoch plodin, ¢i
sadov, alebo pri manipulacii, ¢i aplikdcii, vznikd
potencionalne riziko pre pracovnikov (Rastogi et al.,
2009; Swan, 2006; Recio-Vega et al., 2008), I'udi zijucich
v aplika¢nej oblasti (Swan et al., 2003; Swan, 2006;
Roeveld et al., 2008; Jurewicz et al., 2009), alebo

konzumenta finalneho produktu (ATSDR, 2008; RASFF,
2012). Rychlym vystraznym systémom pre potraviny
akrmiva (Rapid Alert System for Food and Feed) boli
Vv poslednych desiatich rokoch raz az niekolkokrat ro¢ne
zachytavané na obchodny trh urcené dodavky ovocia,
zeleniny apolnych plodin kontaminované diazinonom
z rozmanitych krajin sveta (RASFF, 2012). Diazinon ako
latka s vysokym toxickym potencidlom vplyva cielovo na
mnohé organové systémy (ATSDR, 2008; Yehia et al.,
2007; Wecker et al., 1985; Kashanian et al., 2008;
Maxwell a Dutta, 2005; Alahyary et al., 2008; Oostingh
et al., 2009; Kojima et al., 1993) najznamejsie s jeho
neurotoxické uéinky (Roegge er et al., 2008; Rush et al.,
2010; Slotkin a Seidler, 2007; Slotkin a Seidler, 2009).
Jednym z d’alsich cielovych systémov, na ktory vplyva, je
aj sam¢i reprodukény systém (Abd el-Aziz, Shalab, Abd
El-Khalik, 1994; Swan, 2006; Swan et al., 2003; Pifia-
Guzman, Solis-Heredia, Quintanilla-Vega, 2005;
Okamura et al., 2009; Sarabia, Maurer, Bustos-
Obregon, 2009a,b; Recio-Vega et al., 2008). Ciel'om
experimentu bolo simulovat’ peroralnu subchronick(
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expoziciu diazinonom a popisat’ a vyhodnotit' pripadné
histologické a  morfometrické zmeny semennika
a parametre pohyblivosti spermii potkana, ako cast
extrapolaéného toxikologického modelu — odhadu
toxikologického rizika u ¢loveka na zaklade Ww¢inkov
zaznamenanych pri skimani na zvieratach.

MATERIAL A METODY

20 samcov potkanov linie Wistar bolo nahodne
rozdelenych do dvoch skupin po 10 nasledovne: kontrolna
skupina a skupina s opakovanym peroralnym podavanim
diazinonu. Vek zvierat v oboch skupinach pri zaciatku
experimentu bol 30 dni. Samcom experimentalnej skupiny
sa podaval diazinon (Sigma-Aldrich, USA; 99% C¢istota)
v pitnej vode, v koncentracii 40 mg.l-1 pocas 90 dni.
Na konci experimentu boli samci oboch skupin
anestetizovani (parami éteru) a humanne usmrteni. Po
usmrteni sa vykonala anatomickd pitva a odobrali sa
vzorky semennikov, ktoré sa fixovali v modifikovanom
Davidsonovom roztoku (Latendresse et al., 2002). Zvierata
boli umiestnené individualne v plastovych nadobach na
podstielke z drevenych hoblin. V priestoroch pokusného
zariadenia sa dodrziavali zakladné naroky na zivotné
podmienky (teplota 20 — 22 °C, vlhkost 55 + 10 %,
12 hodinovy svetelny rezim) aneobmedzeny pristup
kvode akrmivu (M3, Machal, Ceska republika) podla
nariadenia vlady SR ¢. 289/2003 Z.z.. Experimenty sa
vykonavali v schvalenom pokusnom zariadeni SK PC
50004 SPU v Nitre.

Histologické a morfometricke hodnotenie

Vzorky semennika sa farbili hematoxylin-eozinom
a skumali sa v svetelnom mikroskope Nikon Eclipse E600.
Hodnotenie mikrofotografii bolo uskutoCnené
komputerizovanym systémom vyhodnocovania pomocou
PC morfometrického software M.L.S. Quick Photo a
mikroskopom Olympus AX 70. Vzorky semennikov na

histologickych  preparatoch sa  dalej vyhodnotili
kvantitativnymi morfometrickymi metodami
modifikovanymi podla Uhrina a Kuli§eka (1980).

V semenniku sa hodnotil absolitny objem Struktury
semennika (um®) pre: semenotvorny epitel, limen
semenotvornych kanalikov, prazdne miesta
vV semenotvornom epiteli, intersticidlne tkanivo, krvné
cievy; dalej sa hodnotil priemer (um) a plocha
semenotvorného kanalika (um?). Porovnavana bola tiez
priemerna hmotnost’ semennika (g).

Hodnotenie parametrov kvality ejakuldtu

Prisemennik bol odobraty pri anatomickej pitve, ihned’
po usmrteni zvierat. Z prisemennika bola odobratd vzorka
ejakulatu. Vzorky boli nariedené fyziologickym roztokom
(20 pl) neustale udrziavané pri teplote 37 °C. Vzorka bola
umiestnena na 10 um hlbokt Maklerovu komoérku (Sefi—
Medical Instruments, Israel) a nasledne bolo hodnotenych
minimalne 8 reprezentativnych zornych poli. Vo vzorkach
ejakulatu ziskaného z prisemennika sa systémom CASA
SpermVision (Minitiib, Tiefenbach, Germany) za pomoci
mikroskopu Olympus BX 51 (Olympus, Japan) hodnotili
nasledovné parametre spermii:

e % pohyblivych spermii
e 9% progresivne pohyblivych spermii

e DAP - distance average path; priemerna drahova
vzdialenost’ (um)
e DCL - distance curved line; linia zaoblenej vzdialenosti

e DSL - distance straight line; linia priamej vzdialenosti

VAP - velocity average path; priemernd drahova

rychlost’ (um/s)

VCL - velocity curved line; rychlost’ v zaoblenej linii

VSL - velocity straight line; rychlost’ v priamej linii

STR - straightness; priamost’ pohybu (VSL/VAP)

LIN - linearita (VSL/VCL)

WOB - wobble; kmitanie (VAP/VCL)

ALH - amplitude of lateral head displacement;

amplitida lateralneho premiestnenia hlavicky (um.s™)

e BCF - beat cross frequency; frekvencie krizneho tderu
(H2)

Statistické hodnotenie

Vysledky boli uvedené ako priemertStandardna
odchyl’ka (x£SD). Na Statistické hodnotenie vysledkov
bola pouzitd jednocestna analyza rozptylu (ANOVA) s
hladinou preukaznosti 0=0,05 v software Statgraphics
Centurion XV.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na mikrofotografidch rezov semennikov samcov
kontrolnej skupiny (Obrazok 1) bol pozorovany normalny
tvar astruktira tkaniv semennika. Priestor medzi
jednotlivymi kruhovitymi az ovalnymi semenotvornymi
kanalikmi vyplialo kondenzované intersticialne tkanivo.
Vonkajsi okraj obvodu kanalikov lemovala tesne
prisadnuta bazalna membrana. Smerom do limenu na iu
v nepravidelnych vrstvach nasadali deliace sa Stadia
spermatogénnych buniek, medzi ktorymi sa ¢rtali Sertoliho
bunky s charakteristickymi ~ bunkovymi  jadrami.
Na apikalnych vrcholoch Sertoliho buniek boli v zavislosti
od fazy spermatogénneho cyklu uchytené spermatidy a
spermie. Limen kanalikov vypliali masy uvolnenych
spermii. V intersticidlnom tkanive boli viditelné najma
v okoli drobnych krvnych ciev zhluky Leydigovych
buniek aobcas ivlaknitd Struktara tkaniva. Hmotnost
semennika, priemer a plochu semenotvorného kanalika
zobrazuje tabulka 1; absolutny objem Struktir semennika
tabulka 2 a parametre kvality ejakulatu tabulka 3. Po
perorélnom subchronickom podavani diazinonu (40 mg.I™
poc¢as 90 dni) nepreukazne poklesla hmotnost’ a plocha
semennika a vzrastol priemer kanalika. Toman et al.
(2011) po jednorazovom  intraperitoneadlnom podani
zaznamenali naopak preukazny vzostup hmotnosti
semennika a pokles priemeru kandlika, ¢o poukazuje na
rozdielne posobenie v zavislosti od davky a spdsobu
podéavania. NajcCastejSie histopatologické zmeny boli
hromadné poskodenia spojeni buniek epitelu a nasledné
odumieranie a uvolnovanie tychto mas buniek zo
semenotvorného epitelu do lumenu (Obrazok 2a), ¢im sa
preukazne zmensSoval priesvit lamenu (Tabulka 2).
Poskodenie spojeni a odumieranie buniek by mohlo
stvisiet’ s potencialom diazinonu pre indukciu oxidacného
stresu s naslednymi u¢inkami na tkaniva (Sarabia,
Maurer, Bustos-Obregén, 2009b; Shah a Igbal, 2010;
Giordano et al.,, 2007). Preukazny narast zastipenia
epitelu, napriek jeho poskodzovaniu (odumieranie
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Tabul’ka 1 Hmotnost’ semennika; priemer a plocha semenotvorného kanalika

Hmotnost’ semennika Plocha kanalika Priemer kanalika
Skupina (g) (sz) (Hm)
X+ SD
Kontrola 1,45+0,25 376,61+63,07 240,09+19,69
Diazinon 1,39+0,22 335,26+54,00 254,23+19,61

x-priemer, SD-§tandardna odchyl’ka

Tabul’ka 2 Absoliitny objem §truktir semennika (um®)

Semenotvorny Pr_ézdne . - Intersticialne L.
epitel m|e§ta_v Lumen kanalika tkanivo Krvné cievy
Skupina epiteli
X+ SD
Kontrola 90,41+4,04 0,53+1,03 32,90+4,22 15,24+2,83 0,41+0,37
Diazinon 100,02+6,83** 1,27+1,23 14,12+5,07*** 16,43+4,70 1,45+0,52%**
x-priemer, SD-§tandardna odchyl’ka; ** P<0,01; *** P<0,001
Tabulka 3 Parametre kvality ejakulatu
Kontrola Diazinon
Parameter x£SD
Koncentracia 0,17+0,12 0,64+0,77
% Pohyblivost’ 29,66+15,88 39,87+18,85
% Progresivna pohyblivost’ 13,82+10,46 20,00+14,54
DAP 21,01+4,58 24,55+3,57
DCL 33,78+8,22 37,54+5,41
DSL 16,324+2,89 19,43+3,37*
VAP 53,39+12,65 62,44+9,34
VCL 84,87+21,58 95,01+£14,48
VSL 41,42+7,85 49,16+8,52*
STR 0,79+0,05 0,79+0,04
LIN 0,52+0,08 0,53+0,04
WOB 0,65+0,08 0,66+0,03
ALH 5,49+1,13 6,76+1,06*
BCF 17,90+1,75 17,95+2,73
X — priemer; SD — $tandardna odchylka; * P<0,05
a uvolfiovanie buniek), by mohol byt kompenza¢nym narast zastupenia intersticia, ¢o modze suvisiet

reparanym mechanizmom diazinonom poskodzovaného
epitelu. Medzi histopatologické zmeny s niz§im vyskytom
patrili vznik trhlin v epiteli a odlupovanie sa bazalnej
membrany i $ niekol’kymi bunkami epitelu (Obrazok 2b),
¢o rovnako sved¢i o poskodeni bunkovych spojeni.
Zriedkavy bol vyskyt prazdnych miest v epiteli —
vakuolizacia (Obrazok 2a), ktory sa v morfometrickom
hodnoteni neprejavil preukazne. V intersticiu bola vel'mi
zriedkavo pozorovana fibrotizacia a jeho zastpenie
korespondovalo s vysledkami  kontroly. = Naopak,
Toman et al. (2011) zaznamenali po jednorazovom
intraperitonealnom podani diazinonu edém a preukazny

s intenzivnejSou akutnou stresovou reakciou pri danom
experimente. Vyznamnym morfometrickym nélezom bol
preukazny nérast objemového zastipenia - dilatacie ciev,
ako komponentov krvenia vSetkych Struktir semennika
a zasobenim organizmu testosteronom a inymi
androgénmi. NaSe nalezy koreSponduju s nalezmi
Kojima et al. (1993), ktory zaznamenali hypotenzivny-
dilatacny w¢inok diazinonu na izolovani aortu potkana
cholinergnym t¢inkom diazinonu na hladkosvalové bunky
aorty. Rovnako, Cabaj et al. (2010) zaznamenali dilataciu
krvnych ciev po intraperitonealnom podani diazinonu. N4s
nalez ukazuje, ze dilatacny ucinok diazinonu sa prejavuje
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aj na inych krvnych cievach i v in vivo experimentoch aj
po subchronickom podavani nizkych davok. Nami
pozorované zmeny (dilatdcia ciev) by mohli suvisiet
s produkciou testosteréonu a inych androgénov. Zmeny
v koncentraciach testosterénu po podani diazinonu su
nejednoznacné a Casto rozporuplné (Okamura, et al.,
2009; Alahyary, et al., 2008; Abd el-Aziz, Shalab,
Abd el-Khalik, 1994; Sarabia, Maurer, Bustos-
Obregon, 2009b; El-Hoda, Zidan, 2009).

V hodnoteni parametrov kvality ejakulatu doslo vo
vSetkych hodnotenych parametroch experimentalnej
skupiny k ich narastu, z toho pri parametroch DSL, VSL
a ALH boli tieto zmeny preukazné (Tabulka 3). Su
dokdzané suvislosti medzi vyskytom diazinonu
v prostredi a znizenou kvalitou ejakulatu muZov (Swan,
2006; Recio-Vega et al., 2008). Spermatotoxické
ucinky diazinonu upotkanov by mohli byt
spdsobené histologickym poskodenim hlavy
prisesmennika a zalomené bic¢iky, cytoplazmatické

kvapocky aredukovana pohyblivost spermii su
oznatované ako relevantné markery spermatotoxicity
diazinonu (Okamura et al., 2009). Udaje inych autorov
naznacuji, ze spermie v poslednom kroku zretia su
cielovym miestom posobenia diazinonu (Pifia-Guzman,
Solis-Heredia, Quintanilla-Vega, 2005). Salazar-
Arredondo et al. (2008) zaznamenali poskodenia
chromatinu a DNA U spermii Cloveka, Pifia-Guzman,
Solis-Heredia, Quintanilla-Vega (2005) poskodenie
DNA u neskorych spermatid a poSkodenie chromatinu
spermii u potkanov; Sarabia, Maurer, Bustos-Obregon
(2009a) poskodenia chromatinu a DNA spermii u mysi.
Priame znizenie plodnosti znizenou schopnostou
koncepcie usamcov potkanov potvrdili Abd el-Aziz,
Shalab, Abd el-Khalik (1994). Zmeny najmid v
parametroch DSL, VSL a ALH, ktoré sme zaznamenali
Vv naSom experimente naznauji mozné poskodenie
stredového-mitochondridlneho useku spermii, ktoré je
miestom produkcie energie, alebo na posSkodenie
pohybového aparatu spermii, ktory je zodpovedny za
idealny pohyb spermie; hypoteticky je mozné pripadné

vylepSenie pohybovych funkcii spermii pocas priebehu
spermatogenézy alebo pocas zretia v prisemenniku, ako
kompenzacnad odpoved” na stimulaény podnet ich
mierneho dlhodobého poskodzovania nizkou davkou
diazinonu. Okamura et al. (2009) nezaznamenali po
subchronickom teste s diazinonom na potkanoch zmeny
Vv koncentracii AMP, ADP, ATP, ani v pomere ATP/ADP.
V naSom experimente pouzitd davka bola jednou z
najnizsich spomedzi citovanych udajov. Je preto mozné,
ze sme zachytili hrani¢nu davku, ktora este nespdsobovala
CASA analyzou zaznamenatelné znamky toxického
posobenia na spermiach.

ZAVER

Diazinon V nasom experimente sposoboval
dezintegraciu bunkovych spojeni zarodo¢ného epitelu, ¢o
nasledne vedie k odumieraniu a uvolnovaniu

zarodo¢nych buniek do limenu semenotvorného kanalika.
Dilatacia krvnych ciev a neznamy stimula¢ny u¢inok na
kvalitu parametrov ejakulatu su dva dalSie hlavné
popisané  nalezy ulinkov  diazinonu.  Diazinon

Obrazok 1: Semennik potkana kontrolnej skupiny (200x, HE).
1-semenotvorny epitel, 2-lamen kanalika so spermiami, 3-intersticialne
tkanivo, 4-krvna cieva

7

8 W | pone 4.. ',“'\

o NS A L7 X o Vs A BB
Obrazok 2a: Semennik potkana po p.o. podani diazinonu
(200x, HE). 1-semenotvorny epitel, 2-odumreté evakuované
bunky epitelu v lamene kanalika, 3-intersticialne tkanivo, 4-krvna
cieva, Sipka-bunky epitelu uvolujuce sa do limenu kanalika,
prazkovana Sipka-prazdne miesta v epiteli

RO N O N e b S
Obriazok 2b: Semennik potkana po p.o. podani diazinonu
(200x, HE). 1-semenotvorny epitel , 2-lamen kanalika so
spermiami, 3-intersticialne tkanivo, 4-krvna cieva, biela Sipka-
poskodenie bunkovych spojeni-trhliny v epiteli, prizkovana Sipka-
odlupovanie sa epitelu od bazalnej membrany
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v subchronickom teste s nizkou davkou sposobuje stredné
zavazné az nizke histologické a morfometrické poskodenia
a sposobuje zmeny V parametroch kvality ejakulatu.
Tieto poskodenia a zmeny su cCiasto¢ne kompenzované
neznamym regeneracnym mechanizmom. Napriek naSim
zisteniam st mozné Strukturdlne ¢i funkéné poSkodenia na
subcelularnej Grovni, ktoré moézu viest k poklesu
plodnosti. Na overenie naSich hypotéz st potrebné dalSie
vyskumy.
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