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ABSTRACT

The aim of this study was to examine effects of subchronic peroral administration to cadmium and
selenium on femoral bone structure in adult male rats. 1-month-old male Wistar rats were randomly
divided into three groups, each containing 10 males. In the first group (E1) rats were administered
to cadmium at the dose of 30 mg of CdCl,/I in drinking water for 90 days. In the second group, (E2)
animals received a drinking water containing 5 mg of Na,SeOg3/| for the same treatment period. The
third group of rats without cadmium and selenium application, served as a control (K). After
the experimental period (90 days), body weight, femoral weight, femoral length and histological
structure of the bones were compared between experimental and control groups. Our results
revealed a significant increase in femoral weight in Cd-exposed rats. On the other hand, body
weight and femoral length were significantly decreased in rats with Se intoxication. Also, the
qualitative histological characteristics of the compact bone tissue were different in the middle part
of compact bone in medial and lateral views between experimental and control groups. In Cd- and
Se-treated rats, a smaller number of primary and secondary osteons was identified. Moreover, a few
resorption lacunae were observed in rats perorally administered to Cd. The results allow for the
conclusion that subchronic exposure to Cd and Se significantly influenced macroscopic and

microscopic structure of compact bone tissue in rats.
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UvoD
Kadmium (Cd) ako jeden z predstavitel'ov tazkych kovov je stabilnym environmentalnym

znelistovatel'om s tendenciou kumulovat’ sa v biosfére, ale aj v 'udskom organizme (Hijova et al.,
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2003). Okrem pl'tic, oblic¢iek a pecene sa toxické u¢inky Cd preukazali i na kostiach a samcich
pohlavnych orgénoch (Siddiqui et al., 2010). V stvislosti s kostnym tkanivom sa Cd povazuje za
environmentalny rizikovy faktor vzniku osteoporozy (Brzoska a Moniuszko-Jakoniuk, 2005).
V stadii Chena et al. (2009) bol zaznamenany Skodlivy uc¢inok Cd na osteoblasty a osteoklasty.
Kone¢nym vysledkom naruSenia diferenciacie a aktivity uvedenych buniek je zvySenie resorpcie
kosti (Regunathan et al., 2003) a zniZenie tvorby kostného tkaniva (Long, 1997).

Selén (Se) je v nizkych koncentraciach esencialnym prvkom nevyhnutnym pre rast zvierat i l'udi,
ale vo vysokych koncentracidch ma toxické vlastnosti. Funkénou formou uvedeného prvku su
biologicky aktivne selénoproteiny napr. enzym glutationperoxidaza (Mosnackova et al., 2003).
Podl'a Eberta a Jakoba (2007) sa niekolko selenoproteinov nachédza v kostiach, kde zohravaju
doleziti ulohu v metabolizme kostného tkaniva. Se vo vysSich davkach spdsobuje abnormdlny
vyvin kosti a chrupiek a je znamy ako teratogénny prvok (Greenberg, 2003). Dalsie vyskumy
potvrdili, Ze vysoké koncentracie Se indukuju apoptdzu zrelych osteoklastov (Chung et al., 2006).

V naSej préci si kladieme za ciel' makroskopicky a mikroskopicky analyzovat’ stehnové kosti
(femury) adultnych potkanov po peroralnej subchronickej aplikacii Cd a Se, ked’ze doposial’ nie st
k dispozicii vedecké publikacie detailne popisujuce kvalitativne histologické charakteristiky

kostného tkaniva potkanov exponovanych uvedenymi prvkami.

MATERIAL A METODIKA

V experimente sme pouzili 30 samcov laboratornych potkanov linie Wistar (chovanych vo
schvalenom pokusnom zariadeni na SPU v Nitre) vo veku 1 mesiac, ktoré boli rozdelené do 3
skupin (E1, E2, K) po 10 jedincov. V experimentalnej skupine E1 zvierata prijimali Cd v davke 30
mg CdCl,/I .1 v pitnej vode pocas 90 dni a v druhej experimentélnej skupine (E2) bol potkanom
do vody pridavany Se v davke 5 mg Na,SeOs/l pocas toho istétho obdobia. Na porovnanie
vysledkov sme zostavili skupinu 10 samcov, ktoré prijimali pitni vodu bez akychkol'vek pridavkov.
Po ukonceni experimentalneho obdobia boli vsetky zvierata z kontrolnej a experimentalnych skupin
odvazené aich stehnové kosti boli odobrané na makroskopick(l a histologicki analyzu. Na
stanovenie hodndt dizky a hmotnosti femurov sme pouzili posuvné meradlo a analytické vahy.
Ziskané udaje sme vyjadrili ako aritmeticky priemer + smerodajna odchylka a rozdiely medzi
experimentalnymi skupinami a kontrolou sme statisticky vyhodnotili pomocou neparového T-testu.
Z pravych femurov analyzovanych potkanov boli zhotovené histologické preparaty Vv sulade
s metodikou Martiniakovej et al. (2008). Kvalitativne histologické charakteristiky kompaktného
kostného tkaniva laboratornych potkanov sme urcili na zaklade medzinirodne akceptovanych

klasifikacii kostného tkaniva podl'a Enlowa a Browna (1956) a Ricqlésa et al. (1991).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky makroskopickej analyzy dokumentuja, Zze hodnoty priemernej telesnej hmotnosti
potkanov, hmotnosti femurov adizky femurov st vysSie pri laboratérnych potkanoch
z experimentalnej skupiny E1 v porovnani s kontrolou. Statisticky vyznamné rozdiely sme vsak
identifikovali iba v pripade hmotnosti femurov (tabulka 1). Uvedena skuto¢nost by mohla
naznacovat stimula¢ny u¢inok Cd na hmotnost’ stehnovych kosti. V stulade s nasimi zisteniami,
Gaurav et al. (2010) zaznamenali $tatisticky preukazné zvySenie hmotnosti parenchymat6znych
organov (pecen, oblicky) u samcov potkanov s chronickou intoxikaciou Cd. Taktiez nesignifikantné
rozdiely v telesnej hmotnosti (Brzéska a Moniuszko-Jakoniuk, 2005) adizke stehnovych kosti
(Brzoska et al., 2007) boli dokumentované i pri adultnych potkanoch po peroralnej aplikacii davkou
5 alebo 50 mg Cd/l v pitnej vode pocas 12 mesiacov.
Porovnanim hodnét priemernej telesnej hmotnosti potkanov, hmotnosti femurov a dizky femurov
medzi laboratornymi potkanmi s peroralnou aplikaciou Se (skupina E2) a kontrolnou skupinou sme
zistili, Ze hodnoty priemernej telesnej hmotnosti potkanov a dizky stehnovych kosti s signifikantne
nizsie pri jedincoch zo skupiny E2. Naopak, hodnoty priemernej hmotnosti stehnovych kosti boli
pri potkanoch z experimentalnej skupiny (E2) vysSie, avSak tieto zmeny neboli Statisticky
vyznamné (tabul'ka 1). Preukazané znizenie rastu u potkanov, ktorym bol podavany Se v davke 5

ng Na,SeO3 pocas 12 tyzdiov, bolo demonstrované i v praci Ipa (1981).

Tabulka 1 Priemerna hodnota telesnej hmotnosti, hmotnosti a dizky femurov analyzovanych

skupin laboratérnych potkanov

Skupina N Priemerna telesna Priemerna hmotnost’ Priemerna dlzka
potkanov hmotnost’ (g) femurov (g) femurov (cm)
K (1) | 10 405,00+52,65 1,05+0,17 3,94+0,09
El (2 | 10 422,50+27,20 1,27+0,14 3,99+0,14
E2 (3) | 10 352,50+37,14 1,07+0,11 3,74+0,07
T-test 1:3+ 1:2+ 1:3+
P<0.05 (+)

Diafyzy stehnovych kosti laboratornych potkanov z kontrolnej skupiny disponovali z hl'adiska
kvalitativnych histologickych charakteristik prakticky rovnakou mikroStruktirou. Endostalna
a periostalna hranica analyzovanych kosti, bola vo vSeobecnosti formovana zoénou bezcievnatého
kostného tkaniva. V stredovej Casti kompakty sme zaznamenali vyskyt roztriisenych a izolovanych
sekundarnych osteonov, ktoré vytvarali vrstvu nepravidelného Haversového kostného tkaniva.
Vysledky z kvalitativnej histologickej analyzy koreSponduju s vysledkami §tadii viacerych autorov
(Enlow a Brown, 1958; Martiniakova et al. 2005; Reim et al., 2008; Martiniakova et al., 2009).
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Mikroskopicka stavba femurov laboratoérnych potkanov s peroralnou subchronickou aplikaciou Cd a
Se bola v medialnych a lateralnych tusekoch stredovej casti kompakty odlisna. V uvedenych
oblastiach cievne kanaliky zasahovali az do centralnej ¢asti kompakty. U potkanov zo skupiny E2
siahali v niektorych pripadoch cievne kanaliky aZz k periostalnej hranici. Predpokladame, ze
u potkanov z oboch experimentalnych skupin viedol vyskyt primarneho cievnatého radialneho
kostného tkaniva v stredovej casti kompakty k zniZeniu po¢tu primarnych a sekundarnych osteénov,
ktoré sme taktiez zaznamenali. Vymiznutie Haversového systému, ktory bol nahradeny rozsiahlym
degenerovanym a nekrotickym tkanivom, bolo demons$trované i v praci Lia et al. (1997) pri
potkanoch chronicky exponovanych Cd. Pri kralikoch chronicky exponovanych Se (10 mg
Na,SeOs/kg kifmnej zmesi) Turan et al. (1997) zistili znizenie poctu osteocytov v dosledku
destrukcie kostného tkaniva a vzniku nekalcifikovanych oblasti v kostnej hmote. Uvedeni autori
navyse pozorovali aj znizenie biomechanickych vlastnosti stehnovych kosti.

Na zéklade uvedenych zisteni sa domnievame, ze vytvorenie primdrneho cievnatého radidlneho
kostného tkaniva v centralnej Casti kompakty u potkanov zo skupin E1 a E2 by mohlo suvisiet’ s
adaptivnou reakciou kostného tkaniva na toxicitu sposobenti Cd a Se. Tym by sa zabranilo
odumretiu kostnych buniek a naslednej nekroze kostného tkaniva. V blizkosti endostalneho povrchu
(hlavne v antero-medialnych a postero-medialnych oblastiach) sme pri potkanoch exponovanych Cd
navySe pozorovali niekol’ko resorpénych dutin, ¢o by mohlo suvisiet’ so vznikom ranného stadia
osteopordzy. Viaceré experimentalne Stadie potvrdili, ze Cd stimuluje diferenciaciu a aktivitu
osteoklastov, a naopak, inhibuje formovanie a aktivitu osteoblastov (Coonse et al., 2007; Chen et
al., 2009), v dosledku ¢oho dochadza k naruSeniu rovnovahy medzi resorpciou a tvorbou Kkosti,

ubytku hustoty kostnej hmoty a zvysenému riziku fraktar (Bhattacharyya, 2009).

ZAVER

Subchronicka expozicia Cd sa prejavila zvySenou hmotnostou femurov pri potkanoch,
zatial' ¢o subchronickd expozicia Se spdsobila zniZenie telesnej hmotnosti potkanov a dizky ich
stehnovych kosti. Oba prvky vyvolali zmeny v mikrostruktire kompaktného kostného tkaniva,
prejavujuce sa znizenym poctom primarnych a sekundérnych ostedénov a vyskytom cievnych
kanalikov V stredovej casti kompakty. U jedincov exponovanych Se zasahovali cievne kanaliky
v niektorych pripadoch az k periostdlnemu povrchu. V pripade subchronickej intoxikéacie Cd sme

Vv blizkosti endostalneho povrchu pozorovali niekol'ko resorpénych dutin.
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